Clo,
| ‘b 3 @

2
=
2
£
¢ . 3 .
Facultad de Ciencias Agrarias

Universidad Nacional de Rosario
Facultad de Ciencias Agrarias

Licenciatura en Recursos Naturales

Analisis de la efectividad de la apomixis en la
fijacion de caracteres a traves de
generaciones sucesivas

Valeria Busnelli
Directora: Dra. Luciana Delgado

Codirectora: Ing. Agr. (Mg.) Veronica Anibalini

Lugar de trabajo: Parque José F. Villarino- Facultad de Ciencias Agrarias

2025



11
1.2
1.3
1.4

2.1
2.2
2.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

4.1
4.2
4.3
4.4

5.1
5.2
5.3

INDICE

RESUMEN......iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiesiiesirneereessrsassteasstsassssasssrassssssssssnssssassssassssanssssnssses 4
ABSTRACT ...ttt et reesersasstrasssrasssrasssrasssrsssssenssssnssssassssasssrassssansssanssses 5
1. INTRODUCCION .......oitiuirtreeseessessessessesseessessessessessassessesssssssssessessessessessessesssanes 6
Caracteristicas de Paspalum notatum, una graminea forrajera apomictica..........cccec........ 6
DeSarrollo reProdUCEIVO... ..ot s e e e e e e s abee e s enanes 8
Aplicacién de la apomixis en el Mejoramiento.......cccccveieiiiiieeiriieee e 13
Metodologias de determinacion del comportamiento reproductivo .........cccceveevvieeeneee. 16
2. OBJETIVOS € HIPOTESIS .....ccoveeuerrereirereriesnsessessessessesesssssssssessessessessessesssssssnes 17
(0] o T H A Lo W =T o 1=T | RPN 17
ObjJetivVos ESPECITICOS .uiiiiriiiiiiiiiie ittt e e e sbre e e s sbte e e e sbaeeeesbraeeeeans 17
[ Lo Yo 1T 13PN 17
3. MATERIALES Y METODOS ......covuimimiintrunsineistssssssessssssssssesssssssssesessssssssenesssnss 18
Y14 [oXe [l 1 =1 o= | Lo TSR 18
MaAterial VEZELAI ....uveii e e et e e e e e e e nrees 18
Condiciones de germinacion y CreCimiento........cciccvieeeiiciiie et e e e 19
DiseN0 EXPErIMENTAL.......uiiiiiiiiee it s e e e e e e e e eabe e e e e nnrees 19
Recoleccidn de datos CliMAtiCoS. ......coiiiiiiiiieiiierie e e e e e 20
CaracterizaCion FENOLIPICA ..ooccuiiii ittt e et e e e s rae e e e ebaeeaeebeeeaeeaes 21
Determinacion del area foliar.......oovi i e 21
Analisis CItOEMBIIOIOZICO......uuiiiiiiee et e e e 23
ANALISIS ESTATISTICO..ceueiiitiiiieiieii ettt 24
4, RESULTADOS ....cuuiieiiiiiiieeiiieai it reees s raasreesrsas s seas s sae s saas s seasesenssssnssssansssannss 25
Analisis de la estabilidad fenotipica intra-generacional..........cccceeeeiiieieciieee e, 25
Evaluacion del efecto del ambiente sobre las generaciones Al ........cccccceeveciieeeecieeeeennee, 28
Analisis comparativo inter-generacional entre las poblaciones A1y A2 ........ccccceeueeeneen. 32
Caracterizacion del comportamiento reproductivo .......cc.eeevecieeeieciiee e 35
T 5 1L o U1 o OO 38
Efecto ambiEntal..... .o e e e 38
Caracterizacion del comportamiento reproductivo .......c..eeeeecieeeieciiee e 42
Variacion transgeneracional.......c..ueiccciieeeiiiiee e e e e e e nabaa e e e arees 43
6. CONCLUSIONES ......iieiiiiiiiiiieiiiaiiieeiraesraesreeersasssrassssassssssssrasssrsnsssenssssnssssans 45
7. BIBLIOGRAFIA. ...ttt sttt st s s sae et s s sesnes 46
8. 1Y 11 =3 54

Pagina 2 de 59



AGRADECIMIENTOS

Gracias a mi familia, por apoyarme incondicionalmente con todas las decisiones

gue tomé y seguiré tomando en mi vida.

Gracias a mi directora y a mi codirectora, por acompafarme, ayudarme y
guiarme en este proceso y por comprender cada momento por el que pasé a lo largo

de este recorrido.

Gracias a mis amigos por querer siempre lo mejor para mi y por confiar en mi

cuando ni siquiera yo lo hacia.

Pagina 3 de 59



RESUMEN

Paspalum notatum es una graminea nativa, perenne empleada para pastoreo
directo. Las poblaciones naturales se encuentran organizadas en complejos agamicos
multiploides, el citotipo diploide es sexual y auto-incompatible mientras el tetraploide
es auto-compatible y se reproduce por apomixis gametofitica aposporica, generando
progenies clonales de la planta madre. Los sacos embrionarios aposoricos (SEAS) se
originan a partir de una célula soméatica no reducida, luego el embrién se forma por
partenogénesis, y el endosperma por pseudogamia. En este trabajo se analiz6 la
estabilidad intra- e inter-generacional y el efecto ambiental, de caracteres vegetativos
y reproductivos en el cultivar hibrido tetraploide apomictico de P. notatum, Boyero-
UNNE. Se realizaron evaluaciones a campo durante dos campafas consecutivas. En
la primera, se analizaron tres poblaciones de la primera generacion de Boyero-UNNE,
obtenidas durante tres campafas diferentes, y se obtuvieron las semillas para la
segunda generacion. En la segunda campairia, se evaluaron las poblaciones de ambas
generaciones. Las variables medidas fueron altura de planta, nimero de macollos,
area foliar, largo de vara y de racimo. En cuanto al comportamiento reproductivo se
cuantificaron los SEs, aposporicos y sexuales, en la primera generacion. En las dos
campafnas se observé variabilidad intra-generacional para ambas generaciones. El
efecto ambiental se evalu6 comparando la primera generacion durante las dos
campafas y se observo una reduccion general de los pardmetros analizados durante
la segunda camparia que presentd una disminucién significativa de las precipitaciones
acumuladas, respecto al promedio histérico. En cuanto al comportamiento
reproductivo, se observdé que un 76-78% de ovarios contenia SEAs, un valor
significativamente menor al de Boyero-UNNE caracterizado originalmente en la
localidad de Corrientes. La comparacion de los pardmetros fenotipicos entre dos
generaciones sucesivas reveld estabilidad para la mayoria de los caracteres
analizados. Estos resultados reflejan que los hibridos apomicticos presentan
estabilidad fenotipica trans-generacional pero manifiestan variabilidad frente a

cambios ambientales.

Palabras clave: apomixis, efecto ambiental, Paspalum notatum, trans-generacional
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ABSTRACT

Paspalum notatum is a native perennial grass used for direct grazing. Natural
populations are organized in multiploid agamic complexes, the diploid cytotype is
sexual and self-incompatible while the tetraploid is self-compatible and reproduces by
aposporic gametophytic apomixis, generating clonal progeny from the mother plant.
The aposporic embryo sacs (AES) originate from a non-reduced somatic cell, which
then forms the embryo by parthenogenesis, and the endosperm by pseudogamy. In
this work, the intra- and intergenerational stability and the environmental effect of
vegetative and reproductive traits were analyzed in the tetraploid apomictic hybrid
cultivar of P. notatum, Boyero-UNNE. Field evaluations were carried out during two
consecutive seasons. In the first campaign, three populations of the first generation of
Boyero-UNNE, obtained during three different campaigns, were analyzed and seeds
were obtained for the second generation. In the second campaign, populations of both
generations were evaluated. The variables measured were plant height, number of
tillers, leaf area, cane and bunch length. Regarding reproductive behavior, SEs,
aposporic and sexual, were quantified in the first generation. Intra-generational
variability was observed in both seasons for both generations. The environmental
effect was evaluated by comparing the first generation during the two seasons, and a
general reduction in the parameters analysed was observed during the second season,
which presented a significant decrease in accumulated rainfall, with respect to the
historical average. Regarding reproductive behavior, it was observed that 76-78% of
ovaries contained SEAs, a value significantly lower than that of Boyero-UNNE
originally characterized in the Corrientes locality. Comparison of phenotypic
parameters between two successive generations revealed stability for most of the traits
analysed. These results reflect that apomictic hybrids show trans-generational

phenotypic stability but show variability in response to environmental changes.

Key words: apomixis, environmental effect, Paspalum notatum, transgenerational
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1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de Paspalum notatum, una graminea forrajera
apomictica

Paspalum notatum es una graminea perenne nativa de las regiones céalidas y
hamedas del hemisferio occidental, su distribucion natural comprende desde México,
América Central e Islas del Caribe hasta Brasil, Paraguay, Argentina y Uruguay.
Pertenece al género Paspalum, tribu Paniceae, subfamilia Panicoideae, familia
Poaceae. El género Paspalum abarca cerca de 350 especies que se encuentran en
regiones templadas y calidas del continente americano, con pocas especies que no
son nativas de América (Chase, 1929; Zuloaga y Morrone, 2005). De las 77 especies
gue habitan en Argentina, 31 se encuentran en la provincia de Santa Fe con status de
nativas (Anibalini et al., 2016).

En la gran mayoria de las especies del género el numero basico de
cromosomas es x=10. En la naturaleza se encuentran organizados en complejos
agamicos con diferentes niveles de ploidia y comportamientos reproductivos.
Generalmente el citotipo diploide (2n=2x) es sexual y auto-incompatible mientras que
los citotipos poliploides son apomicticos, auto-fértiles y abarcan desde 3x hasta 16x
(Savidan, 2000; Quarin y Burson, 1991). La mayoria de las especies apomicticas de
Paspalum forman sacos embrionarios apospéricos (SEA), siendo la diplosporia poco
frecuente en el género (Quarin, 1992). P. notatum se encuentra en la naturaleza con
varios citotipos: diploide (2n=2x), triploide (2n=3x), tetraploide (2n=4x) y pentaploide
(2n=5x) (Rebozzio et al., 2011; Ortiz et al., 2013). El biotipo diploide P. notatum var.
saurae Parodi (Pensacola bahigrass) presenta autoincompatibilidad y se reproduce
de manera sexual, actualmente es cultivado como forrajera en el sureste de Estados
Unidos (Ortiz et al., 2001). La forma tetraploide P. notatum var. notatum (pasto
horqueta comin o common bahiagrass) (2n=4x=40) se encuentra ampliamente
distribuida en las praderas naturales y los bajos de Argentina, en su mayoria es

apomictico y autofértil (Quarin, 1992).

En cuanto a su crecimiento, P. notatum, se extiende mediante fuertes rizomas
horizontales, lefiosos y cortos, revestidos con las bases persistentes de vainas viejas.
Las hojas son apifiadas en la base, y se extienden rigidamente alcanzando una altura
comun. Las laminas son lineares, generalmente glabras, de entre 2 y 30 cm de largo
y 3 a 12 mm de ancho. Las inflorescencias presentan dos racimos, con espiguillas
sostenidas por un brevisimo pedicelo, tomando un aspecto de espiga. Las espiguillas

son aovadas, solitarias (con la flor inferior ausente), dispuestas en dos hileras a un
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lado del raquis, con una longitud de 2,5 a 3,8 mm y ancho de 2 a 2,8 mm. Los
estambres y las anteras son purpuras, el fruto es un cariopse elipsoide de
aproximadamente 2 mm de largo (Zuloaga y Morrone, 2005). En cuanto a la respuesta
a las condiciones ambientales, se ha observado que la variedad comun (P. notatum
var. notatum) exhibe un patrén estacional de acumulacién de materia seca, el cual
esta influenciado por la latitud y altitud. La temperatura, la humedad y la duracién del
dia son los factores determinantes de sus ciclos de produccion estacional (Gates et
al., 2001, Anibalini, 2021).

P. notatum, forma céspedes duros que se adaptan a suelos livianos y arenosos
de baja fertilidad. Destaca por su alta tolerancia a la sequia e inundaciones, y en
particular, a condiciones de pastoreo intensas, lo que la convierte en una especie muy
utilizada para la cria de ganado en pastoreo directo (Gates et al., 2004). Debido a sus
caracteristicas destacadas como forrajera, ha sido incorporada desde hace unos afios
a los programas de mejoramiento genético de plantas forrajeras (Valls et al., 2009).
En este contexto, se cred el primer cultivar hibrido apomictico (cv. Boyero-UNNE),
cuya obtencién se describe mas adelante, abriendo la posibilidad de difundir su
utilizacion en la region (Urbani et al., 2017).

Boyero-UNNE por su parte, presenta un alto valor forrajero basado en su
produccion, calidad y palatabilidad para el ganado, ademas, su produccion de
biomasa aérea es muy buena (Anibalini et al., 2015). Estudios recientes de Anibalini
(2021), realizados en la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Rosario determinaron que P. notatum responde satisfactoriamente a intensidades
altas de defoliacion, demostrando una buena capacidad forrajera. Ademas, se
determind la duracion de las fases y subperiodos fenolégicos y la respuesta frente a
condiciones diferenciales de humedad y temperatura. Se encontr6 que la duracién de
todas las fases de la etapa reproductiva y de macollaje estan condicionadas
principalmente por las precipitaciones, dado que reducciones significativas de las
mismas y altas temperaturas disminuyen su extension. Estos trabajos demostraron
qgue el cultivar presenta un buen comportamiento agronémico bajo condiciones de

secano en el sur de la provincia de Santa Fe (Argentina).
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1.2 Desarrollo reproductivo

Las angiospermas han desarrollado diversas estrategias para garantizar el
éxito reproductivo, son capaces de generar descendencia tanto por la via sexual como
por la via asexual (Silvertown, 2008). Dentro de esta Ultima se encuentra la
reproduccion por semillas: apomixis y la reproduccion vegetativa: mediante
propagulos, estolones, rizomas o tubérculos. La apomixis es una forma de
reproduccion asexual por semillas que origina plantas genéticamente idénticas a la
planta madre (Asker y Jerling, 1992). Hasta el momento, este modo de reproduccion
s6lo se ha identificado en Angiospermas, abarcando mas de 400 especies de
Monocotiledéneas y Dicotiledoneas, pero no se han registrado casos de apomixis en
Gimnospermas (Carman, 1997). Las especies apomicticas se encuentran repartidas
en mas de 40 familias, perteneciendo el 75% de las plantas apomicticas a tres familias:
Asteraceae, Rosaceae y Poaceae (Bicknell y Koltunow, 2004). Paspalum notatum, la
especie utilizada en el presente trabajo, pertenece a la familia Poaceae.

Las plantas apomicticas producen sus semillas en ausencia de meiosis y sin la
fecundacion de la célula huevo, siendo sus descendientes genéticamente idénticos a
la planta madre. Desde el punto de vista evolutivo carecen de las ventajas de la
reproduccion sexual, sin embargo, la apomixis podria representar una herramienta
valiosa para la seleccion de individuos adaptados a condiciones ambientales
dindmicas, pudiendo promover la perpetuacion de los genotipos hibridos de mayor
aptitud a dichas condiciones (Calzada et al., 1996; Quero Carrillo et al., 2010). Esta
ventaja es la misma que poseen las plantas que se reproducen vegetativamente, con
la diferencia de que en las plantas apomicticas los descendientes no permanecen
Gnicamente en las inmediaciones de la planta madre, ya que la dispersién por semillas
les permite explorar y colonizar mayor territorio (Schmidt et al., 2015). Ademas, a
pesar de las supuestas desventajas de la apomixis, como la variaciébn genética
limitada, las especies apomicticas suelen ser muy adaptables y tolerantes al estrés
(Albertini et al., 2019).

Desarrollo reproductivo sexual

El ciclo bioldgico de las Angiospermas es haplodiplonte o dihaplonte, lo que
implica que alternan dos generaciones, una diploide multicelular (2n), el esporofito, y
otra haploide multicelular (n), el gametofito. El esporofito es la fase dominante y esta

representado por las células somaticas de la planta. Mientras que el gametofito se
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encuentra oculto dentro de las flores y esta representado por el grano de polen en las
flores masculinas y el saco embrionario en las femeninas (Asker y Jerling, 1992).

En la reproduccién sexual, la formacion de semillas comienza cuando el grano
de polen se deposita en el estigma de la flor y desarrolla el tubo polinico, el cual crece
por el estilo e ingresa al O6vulo por la abertura micropilar. Uno de los nudcleos
espermaticos (n) se fusiona con la ovocélula (n) originando el cigoto (2n) y el otro se
fusiona con los dos nucleos polares para dar origen al endosperma (2n+n). Después
de la doble fertilizacién, el cigoto dara origen al embrién de la semilla, que es el
comienzo de la generacion esporofitica, y el endosperma formaré el tejido nutricio del
embrion. De este modo, la fusion de dos gametos haploides, derivados de la
distribucion al azar del material genético durante la meiosis, genera progenies

genéticamente diversas (Brink y Cooper, 1940; Drews y Koltunow, 2011).

Durante la megasporogénesis (esporogénesis femenina) una célula
especializada de la nucela, denominada célula arquesporial, da origen a la célula
madre de las megasporas (CMM), la cual por meiosis forma cuatro megasporas
haploides. Por lo general, tres de las megasporas degeneran y so6lo una da lugar a la
megaspora funcional, la cual, durante la megagametogénesis, forma el gametofito
femenino (megagametofito) o saco embrionario (SE). Estos presentan diferentes tipos
dependiendo del nimero de mitosis y el niumero de megasporas que intervienen. El
tipo mas comun, y el que se encuentra en las especies de Paspalum, es el tipo
Polygonum, que se forma a partir de tres mitosis sucesivas de la megaspora funcional
originando ocho nucleos haploides contenidos en siete células: la ovocélula, dos

sinérgidas, una célula central con dos nucleos polares y tres antipodas (Quarin, 1992).

El gametofito masculino, también llamado grano de polen o microgrametofito, se
desarrolla dentro de la antera. Durante la microsporogénesis, las células madres de
las microsporas formadas a partir de un tejido especializado de la antera llamado
tapetum, se reducen y dividen por meiosis generando cuatro microsporas. Cada una
de las cuales dara origen a un grano de polen formado por una célula vegetativa y una
generativa en el proceso de microgametogénesis. La célula generativa sufre luego
una mitosis que originara dos células espermaticas, esta division mitotica suele ocurrir
en el momento en el que el grano de polen se deposita en la flor y el tubo polinico esta

en crecimiento, pero en algunas especies, como Arabidopsis y maiz, la célula

generativa se divide antes de que la antera libere el polen (Schmidt et al., 2015).
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Desarrollo reproductivo apomictico

La apomixis puede darse mediante diferentes vias que comparten tres
componentes de desarrollo. Un proceso denominado Apomeiosis (ausencia de
meiosis) mediante el cual una célula es capaz de producir un embridén sin haber
reducido su contenido genético ni haber realizado recombinacion genética durante la
meiosis. Otro componente de la apomixis comprende la partenogénesis, en la que el
desarrollo del embrién se produce en ausencia de fecundacion. El tercer componente
esta vinculado con la forma en la que se desarrolla el endosperma, el mismo puede
formarse de manera autonoma en ausencia de fertilizacion o por pseudogamia,
mediante la fusion del gameto masculino con el o los ndcleos polares de la célula
central del saco embrionario (Koltunow y Grossniklaus, 2003). La reproduccion
apomictica, a través de la alteracion u omision de la meiosis, generalmente genera
embriones que son clones de la planta madre. Estos embriones apomicticos pueden

formarse a través de una ruta esporofitica o a través de una ruta gametofitica.

La reproduccién apomictica mediante la ruta esporofitica se denomina
embrionia adventicia. En este caso, los embriones asexuales surgen directamente de
la division mitética de una célula somatica de la nucela (2n) o de los tegumentos del
ovulo (2n) sin que se forme gametofito. Estas células iniciales dan origen a embriones
que solo pueden alcanzar la madurez si el saco embrionario sexual (SES) es
fertilizado, ya que tanto los embriones sexuales como los asexuales comparten el
mismo endosperma como fuente de nutricion. En cada semilla se desarrollan entonces
conjuntamente varios embriones asexuales junto con el embridon sexual que se
produce normalmente. Este tipo de apomixis es el mas comun en la naturaleza y se
encuentra con mucha frecuencia en los citricos (Koltunow y Grossniklaus, 2003). La
mayoria de las especies con embriogénesis adventicia requieren endospermo
generado por pseudogamia. De esta manera, la embrionia adventicia, depende de la
reproduccion sexual para producir el endospermo, requerido para el crecimiento y
desarrollo del embrion nucelar, y la formacion de semillas, mientras el desarrollo del

gametofito masculino sigue la via sexual (Koltunow, 1993).

En la apomixis gametofitica se generan SE que presentan diferencias con
respecto al gametofito femenino sexual. La diferencia radica en que estos sacos son
no reducidos, ya que los nacleos que los conforman no han pasado por el proceso
meidtico y por lo tanto no han reducido su contenido de ADN. El embridn surge a partir
de una célula huevo de un SEA en ausencia de fecundacion. Segun el origen de la

célula que genera al SE, la apomixis gametofitica se clasifica como diplosporia o

Pagina 10 de 59



aposporia. La gametogénesis masculina generalmente no se ve afectada, ya que en
mas del 90% de los casos se requiere polen funcional para la formacion de

endospermo viable (Hand y Koltunow, 2014).

En la diplosporia el saco embrionario no reducido se puede originar por mitosis
de la célula madre de la megaspora, sin previa reduccion del contenido genémico, en
este caso se los denomina tipo Antennaria, o por falla en la meiosis, iniciando este
proceso, pero abortando antes de finalizarlo, en este caso se conoce como tipo
Taraxacum e Ixeris (Nogler, 1984). Casi todos los SE diplospéricos conservan la
estructura de los SE de origen meidtico de tipo Polygonum, con tres antipodas, una
célula central con dos nucleos polares, una ovocélula y dos sinérgidas. Esta estructura
gueda conformada luego de tres mitosis de la megaspora no reducida (2n) (Pessino y
Ortiz, 2010). En las plantas diplospéricas el proceso sexual se ve completamente
comprometido ya que la misma célula madre de la megaspora da origen al saco
apomictico. Sin embargo, existen individuos diplosporicos facultativos en los cuales

algunos ovulos siguen la ruta sexual y otros la asexual (Bashaw y Hanna, 1990).

En la apomixis aposporica el saco embrionario apospdrico se origina por mitosis
a partir de una célula somatica adyacente a la linea germinal. Usualmente,
determinadas células sométicas de la nucela se diferencian como células iniciales de
la aposporia (IA) y adquieren una nueva capacidad para desarrollar SE (Nogler, 1984).
De esta manera durante la apomixis aposporica, se pueden producir las dos vias en
el mismo 6vulo. La via sexual en la cual la CMM mediante meiosis produce cuatro
esporas de las cuales tres degeneran y una da lugar a una megéaspora funcional que
posteriormente por sucesivas mitosis, produce el SES. Al mismo tiempo y en el mismo
ovulo, una o varias células nucelares se pueden diferenciar en IA 'y por mitosis generan
el SEA (Ortiz et al., 2013). Queda conformado entonces un numero variable de SEAs
gue pueden o0 no coexistir con SESs. Los SEAs muestran una constitucion muy
variable, y segun la especie bajo la cual se describieron por primera vez se los clasificd
en diversos tipos. Los sacos apospéricos del tipo Panicum se forman luego de dos
mitosis consecutivas, con permanencia de los cuatro nucleos en un polo celular,
guedando el megagametofito conformado por una ovocélula flanqueada por dos
sinérgidas y una célula central uninucleada (Warmke, 1954). El tipo Paspalum es una
variante de este tipo de aposporia que se diferencia del anterior por la constitucion de
la célula central, que presenta dos nucleos polares y a veces tres. Ambas estructuras
se caracterizan por la ausencia de antipodas. En la aposporia tipo Hieracium el saco

embrionario se forma después de tres divisiones mitéticas, queda asi conformado por
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ocho nucleos que se distribuyen hacia ambos polos, con una estructura similar al tipo

Polygonum presente en las especies sexuales (Asker y Jerling, 1992).

La figura 1 muestra las principales diferencias en la via de desarrollo
reproductivo hasta la formacion de semillas ya sea sexuales, apomicticos gametofitico

y esporofiticos.

De esta manera, la reproduccion sexual y la apomictica no son procesos
mutuamente excluyentes. Las plantas que pueden generar una parte de su progenie
por sexualidad y una parte por apomixis se denominan facultativas. Las progenies de
los genotipos facultativos pueden segregar como clases maternas directamente por
partenogénesis sin fecundacion (2n+0), o bien pueden segregar como clases no
maternas o aberrantes. Hay tres tipos de individuos aberrantes provenientes de
reproduccion sexual: hibridos Blll (2n+n) que resultan de la fecundacién de una
ovoceélula no reducida, hibridos BIl (n+n), que resultan de la unién sexual habitual de
dos gametos reducidos y los haploides (n+0) generados por partenogénesis a partir
de una ovocélula reducida (Pessino y Ortiz, 2010). Las plantas que generarian
tedricamente el 100% de su progenie por apomixis se denominan apomicticas
obligadas, esta condicion es hasta el momento tedrica, ya que todas las especies

parecen retener una proporcion de sexualidad (Nogler, 1984).
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Figura 1.1. Vias de desarrollo sexual y apomictico. Esta figura muestra los eventos que conducen a la
formacién de los diferentes sacos siguiendo la ruta sexual y las rutas asexuales. La meiosis, la mitosis
y la doble fertilizacion constituyen los componentes principales de la via de formacion de semillas. En
la apomixis gametofitica, el saco embrionario se forma mediante aposporia o diplosporia, que se
distinguen por diferentes células precursoras, la formacién de embriones se inicia en ausencia de
fertilizacion (partenogénesis); sin embargo, la formacién de endospermo puede ocurrir con o sin
fertilizacion, lo cual se representa con una linea discontinua. El nivel de ploidia (n) del endospermo
formado a través de la apomixis gametofitica es variable, por lo tanto, esta representado por un signo
de interrogacion (?).

IA, células iniciales de la aposporia; CMM, célula madre de la megéaspora; MF, megaspora funcional;

», nimeros de divisiones mitéticas (Figura adaptada de Colono, 2020).

1.3 Aplicacion de la apomixis en el mejoramiento

Programas de mejoramiento en especies apomicticas

La apomixis es un rasgo que se puede aprovechar en el ambito del
mejoramiento de plantas y la produccion de alimentos, ya que representa una
herramienta beneficiosa para la estabilizacién de genotipos superiores y la fijacién de
combinaciones hibridas. Conocer el modo de reproduccion y los mecanismos
involucrados en la variacion de la expresividad de este rasgo es determinante para
llevar a cabo un programa de mejoramiento. Por otro lado, las plantas apomicticas se

reproducen casi completamente de forma clonal, por lo que se hace necesario contar
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con individuos sexuales del mismo nivel de ploidia del genotipo que se desea mejorar
(Kumar et al., 2017). Otro requerimiento esencial para los programas de mejoramiento
es contar con el recurso fitogenético adecuado, en este aspecto, los bancos de
germoplasma son centros para la conservacion de recursos genéticos en condiciones
apropiadas que permiten prolongar su viabilidad y disponibilidad (Acufia et al., 2019).
Entre los métodos de mejoramiento que hacen uso de la apomixis se pueden
encontrar al menos dos lineas de trabajo. La primera es la seleccion de ecotipos y se
enfoca en la seleccion dentro de la variabilidad natural de la especie, sin crear ninguna
variabilidad nueva. Se seleccionan individuos en bancos de germoplasma o
variedades locales, los cuales se multiplican y se evalian en multiples localidades y
afos para determinar la calidad de forraje y/o grano, tolerancia a factores bioticos y
abioticos, estrés, entre otros. La mayoria de los cultivares liberados de Paspalum

fueron seleccionados mediante este método de seleccion.

La segunda linea de trabajo se basa en la hibridacion, la idea general de utilizar
la hibridacion en plantas apomicticas se relaciona con la posibilidad de liberar la
diversidad natural presente en los ecotipos apomicticos, Y fijar hibridos F1 superiores.
El objetivo de un programa de mejoramiento para una especie apomictica, es
identificar en la poblacion segregante los genotipos hibridos superiores y que ademas
sean apomicticos. Se espera que estos nuevos hibridos apomicticos sean
genéticamente estables a través de generaciones asexuales indefinidas (Miles, 2007,
Acufa et al., 2019). La hibridacion requiere que los progenitores presenten el mismo
nivel de ploidia. Para ello, es necesario contar con plantas sexuales tetraploides, las
cuales en una primera instancia se han obtenido de forma sintética mediante el
tratamiento con colchicina (Quarin et al., 2001). De esta manera, los genotipos
apomicticos se utilizan como dadores de polen y los sexuales como progenitores
femeninos. Luego, se analiza la progenie para seleccionar e identificar los individuos
con un alto grado de expresion de apomixis y con caracteristicas agronémicas
deseables. Recientemente, se han generado poblaciones sintéticas tetraploides
sexuales que han sido utilizadas en programas de mejoramiento de especies

apomicticas, como lo demuestra el trabajo de Zilli et al. (2018).

P. notatum y P. dilatatum se destacan como las gramineas forrajeras mas
ampliamente cultivadas dentro del género Paspalum. Los objetivos especificos para
la mejora de Paspalum incluyen: aumentar la tolerancia al frio y el crecimiento durante
estaciones frias, mejorar el rendimiento de semillas, fortalecer la resistencia al

pastoreo, elevar el valor nutritivo y aumentar la resistencia a estreses biéticos. La
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hibridacién se ha convertido en una herramienta mas reciente para enriquecer los
cultivares con estos rasgos especificos de interés. El éxito de este método en el
mejoramiento de Paspalum depende en gran medida de la disponibilidad de citotipos
sexuales poliploides (Acufia et al., 2019). La mejora del Paspalum apomictico a través
de la hibridacién tuvo sus inicios en el trabajo pionero del Dr. Burton y sus colegas.
Estos investigadores generaron plantas tetraploides sexuales mediante el uso de
colchicina (Burton y Forbes, 1960) y las cruzaron con ecotipos tetraploides
naturalmente presentes, obteniendo asi numerosos hibridos apomicticos. Sin
embargo, es importante destacar que estos hibridos nunca fueron liberados como
cultivares. A partir de uno de los hibridos tetraploides sexuales originales, se
realizaron cruces con un ecotipo local argentino, dando lugar a varios hibridos. De
entre estos, se selecciond y liberd el primer cultivar hibrido apomictico de Paspalum,
desarrollado mediante hibridacion, conocido como '‘Boyero-UNNE' (Ortiz et al., 2013;
Urbani et al., 2017).

Obtencion del hibrido tetraploide Boyero-UNNE

Boyero-UNNE es un hibrido tetraploide apomictico pseudégamo mejorado
generado por Urbani y colaboradores en la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) de la
Universidad Nacional del Nordeste (Urbani et al., 2017). Es el primer cultivar hibrido
tetraploide apomictico registrado de Paspalum notatum desarrollado mediante un
esquema de hibridacion sexual x apomictica. El progenitor femenino (Q3664) es una
planta vigorosa de estigmas blancos seleccionada a partir de un cruzamiento entre
una planta sexual tetraploide inducida por colchicina y una cepa tetraploide apomictica
silvestre con estigmas blancos. Su alto porcentaje de sexualidad (70%, Urbani et al.,
2017) junto con el color de sus estigmas, son de especial interés para utilizarse como
genotipo materno en estos esquemas de mejoramiento. El progenitor masculino es
una cepa tetraploide apomictica silvestre de estigmas morados con una baja
capacidad de reproduccion sexual, como se ha documentado en estudios anteriores
(Ortiz et al., 1997; Martinez et al., 2001). Del cruzamiento entre ambos progenitores
se seleccionaron las plantas hibridas, que exhibian estigmas morados, y con mas del
80% de aposporia de los hibridos evaluados (Urbani et al., 2017). Esta poblacién dio
origen al cv. Boyero que presenta un habito de crecimiento mas erguido y produce

mayor cantidad de materia seca que los biotipos silvestres (Urbani et al., 2017).

Pagina 15 de 59



1.4 Metodologias de determinacién del comportamiento
reproductivo

Como se menciona en la caracterizacion reproductiva del hibrido Boyero-
UNNE, para las especies apomicticas apospoéricas facultativas, existen diversas
técnicas que permiten determinar el comportamiento reproductivo. Dependiendo de la
metodologia aplicada, se obtendra un tipo especifico de informacion. La identificacion
de regiones gendmicas ligadas a la apomixis en el género Paspalum permitié el
desarrollo de marcadores moleculares basados en ADN (Stein et al.,, 2004). La
disponibilidad de marcadores moleculares confiables ligados a la apomixis, permite
una clasificacion temprana del modo de reproduccion utilizando tejidos de plantulas,
mejorando asi la eficiencia del proceso de mejoramiento (Brugnoli et al., 2019). Debido
a la variabilidad en la expresividad de la aposporia reportada en las especies de
Paspalum, esta técnica no permite identificar aquellos hibridos altamente apomicticos
de los que presentan baja expresividad del caracter, por lo que son necesarias
técnicas auxiliares como la observacion de SE maduros y la caracterizacion de las

semillas mediante citometria de flujo.

La observacion de SE mediante microscopia evalla la expresividad de la
aposporia de las plantas en etapa de floracion. Esta técnica permite determinar la
capacidad de una planta para producir SEAs, ya que los SE tipo Paspalum no
presentan antipodas y son facilmente distinguibles de los SESs. No obstante, la
presencia de SEAs no garantiza que la planta deje descendencia por esta via, ya que
podrian no generar semillas o, como coexisten con SESs, podrian ser estos los que

finalmente produzcan semillas por sexualidad (Delgado et al., 2014).

Para poder determinar el origen reproductivo de la descendencia, ya sea por
reproduccion sexual o asexual, se utiliza una técnica que evalla la semilla. En este
caso se trabaja con Citometria de flujo, este método se emplea para medir el contenido
de ADN en nucleos de células vegetales. Mediante una estrategia desarrollada por
Matzk et al. (2000), FCSS, del inglés Flow cytometry Seed Screening, que permite
determinar el contenido de ADN en nucleos aislados a partir de los cariopses. De esta
manera se puede conocer la relacion de ploidia entre el embrién y el endosperma de
una semilla a partir de la cual se deduce la via reproductiva que le dio origen a la
semilla (Matzk et al., 2000). Dependiendo de si los SE, son reducidos o no reducidos,
y si las células huevos fueron o no fertilizadas, se producen diferentes relaciones de

ploidia entre el embrion y el endospermo, lo que permiten determinar qué
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comportamiento reproductivo dio origen a las semillas, asi como determinar la

viabilidad de los SE producidos ya sean sexuales o apomicticos (Matzk et al., 2000).

2. OBJETIVOS e HIPOTESIS

2.1 Objetivo General

Analizar la estabilidad de caracteres vegetativos y reproductivos, en hibridos
apomicticos de Paspalum notatum, a fin de corroborar la utilizacién de la apomixis

como herramienta para la fijacion de caracteres fenotipicos complejos.

2.2 Objetivos Especificos

v' Analizar la estabilidad fenotipica en la primera generacion (Al) del cultivar
Boyero-UNNE en tres poblaciones colectadas en diferentes campanas.
v Desarrollar segundas generaciones (A2), a partir de generaciones Al.

v' Analizar caracteres vegetativos y reproductivos en ambas generaciones.

2.3 Hipotesis

La expresion de la apomixis, forma natural de reproduccion asexual por semillas,
permite el mantenimiento indefinido de las combinaciones hibridas, la estabilidad del
cultivar y la transmision generacional de los caracteres seleccionados en el cultivar
hibrido Boyero-UNNE de P. notatum.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de trabajo

El estudio se realiz6 en el Campo Experimental “José Félix Villarino” de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario (UNR). Se
encuentra situado en la localidad de Zavalla, Santa Fe, a 33° 01’ de latitud sur y 60°
53’ de longitud oeste, dista 22 km al sudoeste de la ciudad de Rosario. El campo tiene
una extension de 350 hectareas y se compone de modulos de investigacion y modulos
productivos en los que se desarrollan actividades de docencia, investigacion a campo,
extension y produccion agropecuaria. El trabajo se desarrollé en el lote N° 5 dentro

del médulo de investigacion en una parcela de 7 m x 15 m.

El clima de la region es humedo y templado la mayor parte del afio, con una
temperatura media anual de 17,1°C. El periodo medio de heladas abarca desde
mediados de junio hasta principios de septiembre con un desvio de 18 dias, resultando
el periodo libre de heladas de 272 dias. El régimen de precipitaciones es semi-
monzoénico, con un total anual que varia entre 511 mm - 1378 mm, siendo la media de
966 mm (Coronel et al., 2012; Anibalini et al., 2022). El tipo de suelo corresponde a la
Serie Roldan, taxonémicamente clasificado como Argiudol vértico, familia fina, ilitica,
térmica. Presenta la siguiente composicion y espesor de los horizontes: Al: 18-22 cm;
B1: 15 cm; C21t: 45-50 cm; B22t: 20-32 cm; B3: 35-48 cm; C1: 20-40 cm; C2ca (Busso
y Ausilio, 1989).

3.2 Material Vegetal

El objeto de estudio del presente trabajo fue el cultivar hibrido apomictico: cv.
Boyero-UNNE, perteneciente a Paspalum notatum var. notatum (2n=4x=40), nativo
del centro y noreste argentino, sur de Brasil y Paraguay (Burton, 1955, Espinoza et
al., 2001; Acuiia et al., 2014). Este cultivar fue registrado por la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional del Nordeste en el Registro Nacional de Cultivares
(RNC) y en el Registro Nacional de Propiedad de Cultivares (RNPC) pertenecientes
al Instituto Nacional de Semillas (INASE) (Registro Nacional de Semillas Reg. N°
3213) y liberado en agosto del 2012 (Urbani et al., 2017). El punto de partida para la
obtencion de la primera generacion (Al), producida a partir de Boyero-UNNE, fueron
las semillas colectadas durante tres campafas consecutivas: 2015-16, 2016-17 y
2017-18, denominadas Al1-1, Al1-2, Al-3, respectivamente durante el desarrollo de la
Tesis de maestria de la Ing. Anibalini, V. (Co-Directora de la presente Tesis).
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3.3 Condiciones de germinacion y crecimiento

Las semillas almacenadas a 4°C se germinaron (septiembre/octubre) en cajas
de Petri con papel de filtro humedecido con agua destilada estéril en camara célida, a
una temperatura de 28°C/26°C y un fotoperiodo de 14 horas de luz (Anibalini et al.,
2015). En el caso de aquellas semillas que no habian superado el efecto de dormancia
(6 meses), segun lo establecido por Anibalini et al. (2017), se escarificaron mediante
tratamiento con acido sulfarico (98% v/v) durante 10 minutos y luego fueron lavadas
con abundante agua destilada. Posteriormente, las plantulas se transfirieron a
macetas y fueron llevadas a invernadero hasta alcanzar una altura aproximada de 15

cm para luego ser trasplantadas a campo (diciembre/enero).

3.4 Disefio Experimental

La primera generacion Al se obtuvo a partir del hibrido Boyero-UNNE
implantado a campo previamente (2014), las semillas colectadas durante tres
campafias consecutivas (2015-16, 2016-17 y 2017-18) fueron utilizadas para generar
las poblaciones (Al-1, Al-2 y Al-3 respectivamente). Durante la primera campafa
2018-19 se llevaron a campo las tres poblaciones correspondientes a la primera
generacion Al-1, Al1-2 y Al1-3 de las cuales se realiz6 la primera caracterizacion
fenotipica (Fig. 3.1a). Al finalizar la floracion y la fructificacién se colectaron semillas
de todas las plantas analizadas para cada una de las tres poblaciones Al, luego se
mezclaron las semillas provenientes de las plantas de cada poblacién y a partir de
esta mezcla se obtuvo la segunda generacion A2. En la siguiente camparia, 2019-20,
se pusieron a germinar nuevamente, las tres poblaciones Al y las correspondientes
poblaciones A2 denominadas A2-1, A2-2 y A2-3 y se llevaron a campo para ser
analizadas bajo las mismas condiciones ambientales (Fig. 3.1a).

En el primer ensayo se establecieron las poblaciones Al-1, A1-2 y Al-3 a
campo. Para cada poblacion se implantaron parcelas de 40 individuos, distribuidos en
lineas de 10 plantas, con una separacion entre plantas y lineas de 60 cm, sin
fertilizacion ni riego (Fig. 3.1b). Las parcelas fueron rodeadas por una linea de plantas
de Boyero-UNNE original para evitar el efecto borde en los analisis.

En el segundo ensayo se establecieron al mismo tiempo las poblaciones Al-1,
Al-2 y Al-3 de la primera generacion y las poblaciones A2-1, A2-2 y A2-3 de la
segunda generacion que se distribuyeron de la misma manera que en el primer ensayo
(Fig. 3.1b).
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En ambos experimentos las plantas individuales son las unidades

experimentales y representan las repeticiones dentro de cada poblacion.
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Figura 3.1. Disefio de experimental a) Esquema que describe la obtencién de las poblaciones Al y A2
y la organizacién de los analisis realizados. Diagrama de los ensayos a campo durante la b) Campafa
2018-19 y c) Campafia 2019-20. Las flechas,®, indican autopolinizacién. Cada planta esta
representada por un circulo. El color celeste indica las plantas sobre las cuales se realizaron las

determinaciones. N: norte.

3.5 Recoleccion de datos climaticos

Para el analisis del efecto ambiental entre ambas campafias se reunieron los
datos de los parametros climaticos de precipitaciones (PP) acumuladas vy
temperaturas medias registradas durante los meses de diciembre a mayo en las
campafias 2018-19 y 2019-20. Ademas, se adicionaron los promedios historicos
registrados para igual periodo entre 1991 y 2020 en la localidad de Zavalla. Toda la
informacion climatica fue proporcionada por la Estacion Agrometeoroldgica de la

facultad de Ciencias Agrarias.
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3.6 Caracterizacion Fenotipica

La caracterizacion fenotipica se efectud en tres etapas de desarrollo: 1) a los
30 dias de establecidas a campo, 2) en floracion plena (cuando mas del 50% de las
plantas alcanzaron la floracién), y 3) al finalizar la floracion.

Las variables medidas de las tres etapas fueron: altura de planta (Fig. 3.2),
considerada perpendicularmente desde la superficie del suelo hasta la altura de la
hoja més alta (en los estadios en que las hojas, con mayor expansion foliar, presentan
un quiebre se considera la altura del mismo) y el numero de macollos. En el momento
de la floracion plena, se determinaron el area foliar y los parametros reproductivos
midiendo el largo de la vara y promediando los largos de los racimos del macollo
principal (Fig. 3.2). En el caso de la poblacion Al de la campafia 2018-19, el parametro
area foliar también se midi6 en la primera y Ultima etapa de desarrollo. Las
determinaciones se realizaron sobre 20 plantas seleccionadas al azar (Fig. 3.1 b y c)

de cada una de las tres poblaciones sin incluir las plantas de los bordes.
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Figura 3.2. Esquema de los parametros evaluados. El largo de racimo y largo de vara se determinaron

en el macollo principal de la planta. La altura se determiné al nivel del quiebre de la hoja mas alta.

3.7 Determinacion del area foliar

El area foliar de las plantas se realizé mediante andlisis de imagenes con el
programa “Easy Leaf Area” (Easlon y Bloom, 2014). Estas medidas se registraron una

Unica vez para cada planta en floracion plena. Para ello se tomaron fotografias de la
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totalidad de las plantas desde la parte superior segun lo descripto por Easlon y Bloom
(2014). Dado que las plantas se encontraban a campo, para eliminar las distorsiones
relacionadas con el fondo, debajo de cada planta y abarcando toda su area, se coloco
una tela negra rodeando la planta dispuesta en su base (Fig. 3.3). De esta manera se
evita considerar errbneamente areas que no corresponden a la planta en estudio y se
optimiza el contraste entre las hojas y el fondo, con el propdsito de mejorar la
deteccion de las hojas en las imagenes. Para calibrar las imagenes se colocé como
referencia un cuadrado de cartulina roja de 4 cm x 4 cm sobre la superficie negra,
eliminando de esta manera la necesidad de mantener la distancia de la camara para
cada imagen (Fig. 3.3), segun se aconseja en Easlon y Bloom (2014). Para la
deteccion de los pixeles verdes y rojos correspondientes a las hojas y los patrones de
referencia respectivamente se siguieron dos criterios basicos. El primero fue
seleccionar los umbrales minimos, de tal manera que no se consideren errbneamente
como hojas o como patrén de referencia, pequefios ruidos en el fondo de la imagen.
El segundo criterio fue fijar las relaciones verdes/rojo (G/R) y azul/rojo (B/R) para
determinar con precision cuales pixeles se corresponden con la masa foliar y cuales
con el patron de referencia (Easlon y Bloom, 2014). Para mejorar la deteccion, los
cuadrados utilizados como referencia se rellenaron de rojo homogéneo en las
imagenes. La optimizacion de los parametros se realizé en un minimo de 10 imagenes
verificando que el programa detectara toda o la mayor parte del area ocupada por las
hojas (Fig. 3.3b).

Figura 3.3. Determinacion de area foliar (IAF). (a) Fotografia de una planta previa al procesamiento
con Easy Leaf Area en la cual se colore6 el area de referencia de forma digital. (b) Imagen de la planta
luego del procesamiento con Easy Leaf Area. El area de referencia corresponde a un cuadrado rojo de

4cm x 4cm.
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3.8 Andlisis citoembrioldgico

El comportamiento reproductivo se analizé6 segun la capacidad de generar
SEAs en las tres poblaciones Al. Las determinaciones de la proporcion de ovarios
que contienen SEAs se realizaron segun los protocolos utilizados previamente
(Delgado et al., 2014, 2016). En primer lugar, se fijaron las inflorescencias, en estadio
de antesis, en FAA (etanol al 70%: Acido acético glacial: formaldehido, 90:5:5) por al
menos 24 hsy luego se transfirieron a una solucion de etanol al 70%. Posteriormente,
se disectaron los pistilos de las espiguillas y se clarificaron segun lo descripto por
Delgado et al. (2014). Primero se deshidrataron en series sucesivas de etanol hasta
alcanzar su inclusion en etanol absoluto y luego, se clarificaron con metil-salicilato
mediante incubaciones sucesivas en diferentes proporciones Etanol: metil-salicilato
hasta alcanzar 100% de este ultimo (Young et al., 1979; Delgado et al., 2014). Los
ovarios clarificados se observaron en un Microscopio con tecnologia de contraste de
interferencia diferencial (DIC). Para determinar el comportamiento reproductivo se
analizaron los ovarios segun las caracteristicas de los SESs presentes. Los SESs del
tipo Polygonum presentan una célula huevo, dos sinérgidas en el extremo micropilar,
dos nucleos polares y un grupo de antipodas en el extremo chalazal. Los SEAs de
tipo Paspalum se diferencian de los SESs ya que carecen de antipodas. Para
determinar el porcentaje de ovarios que presentan SEAs se observaron al menos 50
ovarios de cada una de las plantas analizadas y se observaron 5 plantas de cada
poblacién. Para evaluar la posibilidad de apomixis y la posibilidad de sexualidad se
consider6 lo propuesto por Urbani et al. (2017). El porcentaje de SEAs de cada planta,
potencial de apomixis, se considera como el porcentaje de ovarios que contengan
SEAs, ya sea solos o acompafiados de SESs, en relacion con la totalidad de ovarios
analizados. De igual manera, el porcentaje de SESs, potencial de sexualidad, se
considera como la suma de los ovarios que presentan solo SESs y los que presentan

SESs acomparfiados de SEAs.
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3.9 Analisis Estadistico

Para analizar los datos fenotipicos se realizaron analisis de rangos multiples
mediante test de Fisher (StatGraphicCenturion XVI (16.1.03)) de tal manera que las
diferencias se consideraron significativas a un p<0,05. Las comparaciones se
realizaron para cada parametro entre las poblaciones evaluadas. En los casos en que
no se cumplia la homocedasticidad o la distribucion normal se utiliz6 un test no
paramétrico (Kruskal-Wallis).

Las comparaciones realizadas fueron las siguientes:

Con el proposito de analizar los efectos del ambiente se compararon las
generaciones Al (Al-1, A1-2 y Al1-3) entre las dos campafas 2018-19 (Al 19) con
2019-20 (A1 20).

Por otro lado, para analizar el efecto de la generacion se compararon las
generaciones Al vs A2 tomando las tres poblaciones como un Unico conjunto durante
la campafia 2019-2020. Ademas, para analizar los posibles efectos dentro de una
misma generacion se compararon entre si las generaciones Al-1, A1-2 y A1-3 asi
como A2-1, A2-2 y A2-3. Las proporciones de SEAs y SESs producidas por los
individuos de cada poblacion Al se compararon mediante el test de Fisher (Upton,

1992) utilizando un servicio online MeasuringU (http://www.measuringu.com/ab-

calc.php), segun andlisis previos (Delgado et al., 2016). Los intervalos de confianza
(IC) del 95% para las proporciones de SE para cada poblacion fueron calculados
siguiendo el método descripto por Newcombe (1998), sin correccion de continuidad,

utilizando la herramienta online (http://vassarstats.net) (Delgado et al., 2016).
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4. RESULTADOS

4.1 Andlisis de la estabilidad fenotipica intra-generacional

La caracterizacion fenotipica se inicio sobre la primera generacion Al, las

cuales se pusieron a campo durante dos campaifias consecutivas (Fig. 4.1 ay b).

Figura 4.1. Fotografias de las poblaciones a campo. (a) poblaciones Al en enero del 2019, momento
de la segunda medicion de los pardmetros vegetativos y reproductivos de la campafa 2018-19. (b)
poblaciones Al y A2 en abril del 2020, momento en el que se realizo la segunda medicion de los
pardmetros vegetativos y reproductivos de la campafia 2019-20. Las cintas rojas se utilizaron para

marcar las plantas a las que se les realizaron las mediciones.

Estos andlisis se realizaron entre diferentes poblaciones de una misma
generacion. En principio se analiz6 la primera generacion Al de la campafia 2018-19
y luego se analizaron la primera y segunda generacion (Al y A2) de la campafia 2019-
20. Estas poblaciones fueron caracterizadas y comparadas entre si, en ambos
periodos (Fig. 4.2 y 4.3).

En la figura 4.2 se comparan los parametros vegetativos y reproductivos entre
las poblaciones A1-1, A1-2 y A1-3 de la primera campafia 2018-19.
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Figura 4.2. Analisis comparativos de los parametros vegetativos y reproductivos, evaluados en tres
etapas de crecimiento, entre las poblaciones Al de la campafa 2018-19. (a) Altura de la planta (cm),
(b) nimero de Macollos y (c) area foliar (IAF, cm?2). En cuanto a los parAmetros reproductivos se
determinaron en floracién plena, (d) largo de racimo (L Racimo, cm) y largo de tallo (L Tallo, cm). Las
barras indican la desviacion estandar para cada parametro; diferentes letras indican diferencias

significativas entre las poblaciones comparadas (p<0,05).

En relacién con los parametros vegetativos se observo que en general una de
las poblaciones (Al-1) se diferencia de las otras dos (Al1-2 y Al-3) mostrando una
disminucion significativa (p<0,05) de los pardmetros analizados, principalmente en las
etapas 1 y 2, mientras que entre las otras poblaciones los parametros fueron
homogéneos para todas las etapas analizadas (Fig. 4.2 a, b y ¢). La altura de la
poblacion Al-1 fue menor para las tres mediciones (excepto para la Altura 2 en A1-3,
cuya diferencia no mostré significancia) (Fig. 4.2a), mientras que el niamero de
macollos y el area foliar mostraron disminucioén significativa en las etapas mas jovenes
1y 2 (Fig. 4.2 by c). Los parametros correspondientes a largo de racimo y largo de
tallo resultaron ser homogeéneos en los 3 grupos (Fig. 4.2d).

Posteriormente, durante la campafia 2019-20 se replicaron los analisis
comparativos de la misma generacion (Fig. 4.3), en este caso el area foliar solo se
determind en la segunda etapa de crecimiento. Durante este periodo no se repiti6 el
mismo comportamiento entre las poblaciones. A diferencia de lo sucedido en 2018-
19, en 2019-20 la poblacion Al-1 tuvo mayor crecimiento que las otras dos
poblaciones para todos los parametros, vegetativos y reproductivos, a excepcion de

la primera medicion de la altura (Fig. 4.3a y Tabla 8.3, Anexo). Entre las poblaciones
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Al-2 y Al1-3, ésta Ultima en general, tuvo mayores parametros vegetativos que la Al-
2 (Fig. 4.3 a, b y ¢) y en contraposicion tuvo menores parametros reproductivos (Fig.
4.3d). Tanto el nimero de macollos en los tiempos 2 y 3 como la altura de tallo se

diferenciaron significativamente en las tres poblaciones.
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Figura 4.3. Analisis comparativos de los parametros vegetativos y reproductivos, evaluados en tres
etapas de crecimiento, entre las poblaciones Al de la campafa 2019-20. (a) alturas de la planta (cm),
(b) nimero de Macollos y (c) area foliar (IAF, cm?). En cuanto a los parametros reproductivos se
determinaron en floracion plena, (d) largo de racimo (L Racimo, cm) y largo de tallo (L Tallo, cm). Las
barras indican la desviacion estandar para cada parametro; diferentes letras indican diferencias
significativas entre las poblaciones comparadas (p<0,05).

Ademas, durante la campafia 2019-20, se compararon las poblaciones de la
segunda generacion, A2-1, A2-2 y A2-3 (Fig. 4.4). En este caso las alturas en las
etapas 1y 3 resultaron homogéneas entre los tres grupos. El resto de los caracteres
mostraron similitudes entre dos poblaciones a excepcion del nimero de macollos en
la etapa 1 que presento diferencias entre las tres poblaciones. Sin embargo, es
interesante resaltar que la segunda generacion A2-1, siempre presenté mayor o igual
crecimiento que las otras poblaciones (Anexo, Tabla 8.5), mientras las poblaciones

A2-2 y A2-3 se parecen mas en los parametros vegetativos.
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Figura 4.4. Analisis comparativos de los parametros vegetativos y reproductivos, evaluados en tres
etapas de crecimiento, entre las poblaciones A2 de la campafia 2019-20. (a) alturas de la planta (cm),
(b) nimero de Macollos y (c) area foliar (IAF, cm?2). En cuanto a los parAmetros reproductivos se
determinaron en floracién plena, (d) largo de racimo (L Racimo, cm) y largo de tallo (L Tallo, cm). Las
barras indican la desviacion estandar para cada parametro; diferentes letras indican diferencias
significativas entre las poblaciones comparadas (p<0,05).

4.2 Evaluacion del efecto del ambiente sobre las generaciones
Al

Dado que segun lo que observamos de los analisis previos, se percibieron
diferencias interanuales, se propuso comparar el desempefio entre las dos campafas
de los parametros evaluados de la generacion Al (Al-1, Al-2 y Al-3). El analisis
global (sin diferenciar entre poblaciones) mostré diferencias significativas para la
mayoria de los parametros (p<0,05) mostrando un efecto global de reduccién de los
parametros vegetativos y reproductivos durante la segunda campafia, a excepcion de
la tercera medicién del niumero de macollos y del area foliar que mostraron mayores
magnitudes (Anexo, Tabla VIII.1). Con el propésito de analizar si el efecto ambiental
fue homogéneo entre las tres poblaciones se compararon cada una de las poblaciones
en los diferentes afos (Fig. IV.5, IV.6 y VI.7).
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Figura 4.5. Andlisis comparativos de los pardmetros vegetativos y reproductivos, de la poblacion Al-1,
evaluados en tres etapas de crecimiento, entre dos campafias consecutivas 2018-19 y 2019-20. (a)
alturas de la planta (cm), (b) nUmero de Macollos y (c) area foliar (IAF, cm?2). En cuanto a los parametros
reproductivos se determinaron en floracion plena, (d) largo de racimo (L Racimo, cm) y largo de tallo (L
Tallo, cm). Las barras indican la desviacion estandar para cada pardmetro. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre campafias: *** p<0.001, ** 0.001<p<0.01 y* 0.01<p<0.05.
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Figura 4.6. Anadlisis comparativos de los parametros vegetativos y reproductivos, de la poblacion Al-2,
evaluados en tres etapas de crecimiento, entre dos campafias consecutivas 2018-19 y 2019-20. (a)
alturas de la planta (cm), (b) nimero de Macollos y (c) area foliar (IAF, cm?). En cuanto a los parametros
reproductivos se determinaron en floracion plena, (d) largo de racimo (L Racimo, cm) y largo de tallo (L
Tallo, cm). Las barras indican la desviacién estandar para cada parametro. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre campafas: *** p<0.001, ** 0.001<p<0.01 y* 0.01<p<0.05.
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Figura 4.7. Andlisis comparativos de los parametros vegetativos y reproductivos, de la poblacion Al-3,
evaluados en tres etapas de crecimiento, entre dos campafias consecutivas 2018-19 y 2019-20. (a)
alturas de la planta (cm), (b) nimero de Macollos y (c) area foliar (IAF, cm?2). En cuanto a los parametros
reproductivos se determinaron en floracion plena, (d) largo de racimo (L Racimo, cm) y largo de tallo (L
Tallo, cm). Las barras indican la desviacién estandar para cada parametro. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre camparias: *** p<0.001, ** 0.001<p<0.01 y* 0.01<p<0.05.

Segun los andlisis realizados se observo que el efecto ambiental, en cada una
de las 3 poblaciones, no fue del todo homogéneo. Si bien los pardmetros florales se
redujeron significativamente en todos los casos, los parAmetros vegetativos fueron
mas variables. La poblacibn Al-1 no siempre presentd reducciéon, las alturas
practicamente se mantienen sin variacion, pero el nimero de macollos y el area foliar
aumentaron significativamente el segundo afio (Fig. 4.5). El efecto ambiental fue méas
homogéneo sobre las poblaciones Al-2 y A1-3, con una tendencia a disminuir los
pardmetros vegetativos durante la segunda campafia, excepto en el area foliar en
donde no se observaron diferencias significativas entre campafnas. Respecto al
numero de macollos el comportamiento fue mas variable entre estas dos poblaciones,
A1-2 redujo el numero de macollos en 2019-20, (mediciones 1y 2) y se mantuvo en
la medicion 3, mientras que Al-3 solo varia en la tercera medicion donde aumento
significativamente (Fig. 4.6 y 4.7 y Anexo, Tabla 8.2).

Del analisis estadistico de los parametros climéaticos de cada periodo por
campafa relevada con respecto a igual momento de la serie historica se determiné
gue solo la segunda campafia mostré una reduccién significativa (p<0,05) en los

valores acumulados de PP (Tabla 8.7, Anexo) en relacion a los histéricos para igual
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periodo. Aunque el analisis entre campafias no mostré diferencias significativas
(p<0,05) (Tabla 8.8, Anexo), las precipitaciones de la campafa 2018-19 fueron
superiores respecto a la camparfa 2019-20, registrdndose un acumulado de 612 mm
y 350 mm respectivamente, lo que representa una reduccion del 57% del acumulado
en la segunda campafa. En la campafia 2019-20 practicamente todos los meses
mostraron montos acumulados inferiores a la campafia anterior (Fig. 4.8), salvo el mes
de abril en el que se presentaron mayores precipitaciones que en 2018-19 (80,5 mm
en 2020 y 61,2 mm en 2019). Ademas, las precipitaciones en la primera campafa
superaron los valores histéricos registrados para esos meses (161,7 mm en enero,
32% mas respecto al histérico y 136 mm; 13% mas con respecto al histérico en marzo)
(Fig. 4.8).
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Figura 4.8. Precipitaciones mensuales acumuladas para cada campafia de estudio (barras) y promedio
histérico (1991-2020) (linea).

En cuanto a las temperaturas medias, no se encontraron diferencias
significativas (p<0,05) entre campafias (Tabla 8.9, Anexo), asi como tampoco entre
cada campafia con el promedio histérico (Tabla 8.10, Anexo). Sin embargo, en marzo,
la campafia de 2019-20 mostré un aumento de la temperatura (23,5 °C) de 4,2 °C en
comparacion con la primera campafa (19,2 °C). Posteriormente, en los meses de abril
y mayo, la campafia de 2018-19 present6 temperaturas superiores a las de la segunda
campafa, coincidiendo con dos de los momentos en los que se realizaron las
mediciones en la campafia 2019-20. En la figura 6.9 se muestran las temperaturas
medias correspondientes a los meses de las campafas de estudio y la media historica

para el mismo periodo.
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Figura 4.9. Temperatura media mensual de cada campafia (lineas azul y naranja) e histérica (1991-
2020) (linea gris).

4.3 Analisis comparativo inter-generacional entre las
poblaciones Aly A2

Con el proposito de analizar si la apomixis es capaz de fijar caracteres hibridos
a través de generaciones se realizaron analisis comparativos entre la primera y la
segunda generacion puestas a campo y evaluadas durante la misma campafia (2019-
20).

La comparacion global de ambas generaciones (sin discriminar por poblacién)
mostré que la mayoria de los pardmetros se mantienen, las Unicas variaciones
significativas se observaron para el nimero de macollos (Anexo, Tabla 8.5). Dado que
las poblaciones se mostraron diferentes entre si se procedié a hacer el andlisis
comparativo para cada una de las poblaciones (Fig. 4.10, 4.11y 4.12).

En general no se observan diferencias para la mayoria de los parametros
analizados, la poblacion Al-1 fue la mas estable, solo mostro variacion significativa

para la primera determinacion de la altura (Fig. 4.10).
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Figura 4.10. Andlisis comparativos de los pardmetros vegetativos y reproductivos, entre la generacién
Al-1y la generacion A2-1, evaluados en tres etapas de crecimiento en la campafa 2019-20. (a) Altura
1, 2y 3 (cm). (b) Macollos 1, 2 y 3 (n°). (c) Largo de racimo (L Racimo, cm) y Largo de tallo (L Tallo,
cm) evaluados en floracion plena. (d) Area foliar (cm?2) determinada en floracion plena (IAF 2). El

asterisco indica diferencias significativas entre campafias: * 0.01<p<0.05.

En el caso de la poblacion A1-2 vs A2-2, la segunda determinacion de la altura,
el nimero de macollos (para las tres determinaciones) y el largo del tallo mostraron
diferencias significativas (Fig. 4.11 a, b y d), mientras que la altura en las mediciones
1y 2, el IAF y el largo de racimo fueron homogéneos (Fig. 4.11 a, cy d).

La poblacion Al1-3 presentd diferencias intergeneracionales similares, con
variacion en la altura (segunda medicion), el nUmero de macollos (primera y segunda
mediciéon) y el éarea foliar (Fig. 4.12 a, b y c), manteniendo sus pardmetros
reproductivos y sus vegetativos de altura y macollos en el tiempo 3 estables (Fig. 4.12
a, byd).
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Figura 4.11. Analisis comparativos de los parametros vegetativos y reproductivos, entre la generacion
Al-2 y la generacion A2-2, evaluados en tres etapas de crecimiento en la campafa 2019-20. (a) Altura
1,2y 3 (cm). (b) Macollos 1, 2 y 3 (n°). (c) Largo de racimo (L Racimo, cm) y Largo de tallo (L Tallo,
cm) evaluados en floracion plena. (d) Area foliar (cm?) determinada en floracion plena (IAF 2). Los
asteriscos indican diferencias significativas entre campafias: ** p<0.001, ** 0.001<p<0.01 y*
0.01<p<0.05.
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Figura 4.12. Andlisis comparativos de los pardmetros vegetativos y reproductivos, entre la generacién
Al1-3y la generacion A2-3, evaluados en tres etapas de crecimiento en la campafa 2019-20. (a) Altura
1, 2y 3 (cm). (b) Macollos 1, 2 y 3 (n°). (c) Largo de racimo (L Racimo, cm) y Largo de tallo (L Tallo,
cm) evaluados en floracion plena. (d) Area foliar (cm2) determinada en floracion plena (IAF 2). Los

asteriscos indican diferencias significativas entre campafias: ** 0.001<p<0.01 y* 0.01<p<0.05.
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4.4 Caracterizacion del comportamiento reproductivo

Otro parametro que se tuvo en cuenta para la caracterizacion reproductiva fue
el andlisis del comportamiento reproductivo mediante citoembriologia. Esta técnica
permite cuantificar la presencia de SEAs y SESs ya que ambos se diferencian
facilmente segun se describe en la seccion materiales y métodos. En la figura 4.13 se
muestran ejemplos de ovarios conteniendo combinaciones diferentes de tipos de SEs.

Figura 4.13. Sacos embrionarios de Paspalum notatum. (a) Ovario con un SES, (b) Ovario con un SES

y dos SEAs (c) Ovario con dos SEAs, d) Ovario con un SES y un SEA. “np” nucleos polares, “an” células
antipodas, “ov” odsfera. SES” (azul) saco embrionario sexual, “SEA/s” (rojo) saco/s embrionario/s

apomicticol/s.
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Como se observa en la Fig. 4.13 se pudieron identificar varios tipos de ovarios
segun contengan solo SEA, solo SES o ambos sacos en el mismo ovario.
Se analizaron ovarios provenientes de cinco plantas de cada una de las poblaciones
Al analizadas (2018-19). En la tabla V.1 se muestra el analisis cuantitativo de ovarios

conteniendo SEA, SES, o ambos sacos (SEA+SES) asi como los sacos abortados.

Tabla 4.1. Analisis cuantitativo de la produccion de SEA y SES en las poblaciones A1 1, A1 2y Al 3.

TOTAL |N°SEA (%) |N°SES (%) |N° SEA+SES (%) | N° AB! (%) N° SEAG® (%) | N° SESed (%)
AL1l 239 136 (57) 34 (14) 45 (19) 24 (10) 181 (76) 79 (33)
AL2| o 180 (64) 37 (13) 43 (15) 22 (8) 223 (79) 80 (28)
AL3| 27 163 (61) 28 (10) 47 (18) 29 (11) 210 (79) 75 (28)
total | 7gg 479 99 135 75 614 234

1AB: Ovarios abortados
2SEAw: NUmero de ovarios que contienen tanto SA solos como SA acompariados por SS
3SESi: NUmero de ovarios que contienen tanto SS solos como SS acompariados por SA

En todos los casos se confirma una predominancia de ovarios conteniendo solo
SEA respecto de los que presentan Unicamente SES. Por otro lado, se cuantifico el
potencial de apomixis, considerado como el nimero de ovarios conteniendo SEA,
independientemente de que estén solos 0 acompafiados por SES, en este caso se
observé una preponderancia del potencial apomictico (76-78%) con respecto al
potencial sexual (28-33%) que incluye los ovarios que presentan SES solos o
acompaiados de SEA (Fig. 4.14).

En la comparacion del comportamiento reproductivo entre las poblaciones
analizadas no se observaron diferencias significativas para ninguno de los parametros

evaluados lo que refleja estabilidad de este caracter (Fig. 4.14).
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Figura 4.14. Analisis comparativos del potencial de apomixis y potencial de sexualidad entre las
poblaciones Al-1, Al1-2 y Al-3. Cada caja representa el potencial de sexualidad (color celeste) y el
potencial de apomixis (color naranja). El tamafio de las cajas representa el intervalo de confianza (95%),

la linea horizontal dentro de cada caja indica la mediana y la cruz corresponde a la media.

Se realizé ademas la comparacion entre los datos actuales y los publicados en
la caracterizacion original de Boyero-UNNE durante su registro (Urbani et al., 2017).
Los analisis comparativos detectaron una disminucién del potencial de apomixis y
también se observé un aumento significativo del potencial de sexualidad en las tres

poblaciones Al respecto de Boyero-UNNE (Anexo, Tabla 8.6).
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5. DISCUSION

Durante este trabajo de Tesina se realizaron evaluaciones a campo del cultivar
hibrido Boyero-UNNE con el propésito de conocer la estabilidad fenotipica del mismo.
Las diferentes comparaciones realizadas permitieron evaluar dos aspectos diferentes:
1) El efecto ambiental, obtenido en primer lugar, del analisis comparativo de los
caracteres de una misma generacion entre dos campafas consecutivas. Ademas, se
realizé la comparacion entre poblaciones diferentes de una misma generacion, para
evaluar un posible efecto ambiental sobre la planta madre, que se transmita, a través
de las semillas, a las plantas hijas 2) La estabilidad fenotipica transgeneracional
mediante la comparacién de dos generaciones consecutivas, analizadas durante una

misma campana.

5.1 Efecto ambiental

El efecto ambiental evaluado durante este trabajo se realiz6 comparando las
mismas generaciones durante dos afios consecutivos, se consideré ademas el origen
y las condiciones de generacion de las semillas de cada poblacion. Se realizaron
mediciones durante tres etapas diferentes del crecimiento focalizadas en la
caracterizacion del desarrollo vegetativo, del desarrollo de la flor, asi como del

comportamiento reproductivo.

Las variaciones en las condiciones ambientales producidas entre dos
campafas diferentes (2018-19 y 2019-20) afectaron los parametros vegetativos, en
general las plantas presentaron menor crecimiento durante la segunda campafa, en
comparacion con la primera. Este efecto podria ser justificado segun lo observado en
los registros de temperaturas medias y precipitaciones, por la disminucion de las
precipitaciones durante la campafa 2019-20 que fueron menores respecto de las
medias histéricas, asi como respecto de la campafia 2018-19. Estas precipitaciones
son marcadamente menores a las condiciones consideradas adecuadas por Schulz et
al. (2023) para P. notatum, donde entre los meses de diciembre a marzo se
observaron 1000 mm en Corrientes, mientras en el mismo periodo de 2018-19 y 2019-
20 en Zavalla se registraron 484 mm y 269 mm respectivamente. Asimismo, Holt y
Bashaw (1963) determinaron que P. dilatatum mostré su mejor desarrollo en zonas
con suelos bien drenados que reciben 900 o mas milimetros por afio de
precipitaciones; situacion bastante alejada de la ocurrida durante las campafas

analizadas. A su vez, las variaciones observadas en el presente analisis se condicen
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con lo observado por Anibalini (2021), que también detectd efectos ambientales
significativos inter-camparfias sobre el desarrollo vegetativo, donde la variacion en la
produccion de biomasa aérea total (Kg MS/ha) fue explicada en un 77% por el efecto

campana.

El andlisis global de las tres poblaciones evaluadas mostré una menor altura
en la campafna 2019-20 con menores precipitaciones. Sin embargo, el nimero de
macollos muestra aumentos en la Ultima etapa, y se observé estabilidad en el area
foliar. Estas variaciones en las respuestas de las diferentes variables pueden estar
relacionados con lo observado durante el estudio fenolégico realizado por Anibalini
(2021). En este trabajo se informd una disminucion significativa del niumero de
macollos durante la campafia mas humeda y concluye que la produccion de macollos
esta influenciada por diversos factores ya que, ademas de la temperatura, agua y
radiacion, es afectado por la cubierta vegetal, densidad de macollos, genotipo, indice
de area foliar, etc. Respecto a la estabilidad del IAF los resultados no se condicen con
lo que se desprende del estudio original del hibrido Boyero-UNNE que muestran una
gran variacion interanual del rendimiento (Urbani et al., 2017) ni con el aumento
significativos de produccion de biomasa e IAF observado por Anibalini (2021). Estas
diferencias podrian estar relacionadas con las distintas técnicas aplicadas para la
determinacioén de la variable, que difiere en cada caso. El método de medicion del area
foliar, utilizado en el presente estudio, es mediante el andlisis de imagenes de una
vista superior de la planta (Easy Leaf Area). Segun los trabajos realizados por Ahmad
et al. (2015), esta metodologia tiene un buen potencial para estimar el indice de area
foliar, de hojas cortadas, en cereales de invierno (trigo, cebada y centeno) en
comparacion con las estimaciones manuales. Sin embargo, en nuestro caso, como la
medicion se realiz6 sobre la totalidad de la planta, esta técnica no tiene en cuenta la
superposicion ni el &ngulo de las hojas por lo cual es mas representativa del area de

cobertura y no es tan sensible a las variaciones en la altura de la planta.

La gran variabilidad observada frente a cambios ambientales ha sido
ampliamente documentada para especies del género y otras especies relacionadas.
Investigaciones previas han demostrado que factores externos, como el riego, afectan
la composicién fenoldgica del forraje y la acumulacion de materia seca en especies
como P. notatum y P. dilatatum (Casalas et al., 2023). Ademas, estudios realizados
bajo condiciones de secano en Boyero-UNNE por Anibalini (2021) han revelado que

la duracion de los distintos sub-periodos fenoldgicos esta definida por la temperatura,
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con un efecto amplificado ante una reduccion significativa de las precipitaciones
(Anibalini, 2021).

Las comparaciones intra-generacionales, entre las poblaciones Al durante la
campafia 2018-19, mostraron homogeneidad entre los pardmetros reproductivos, sin
embargo, los parametros vegetativos presentaron variaciones. Mientras las
poblaciones Al-2 y A1-3 exhibieron mayor crecimiento que Al-1 en 2018-19, para la
mayoria de los parametros, la poblacién A1-1 tuvo mejor desempefio en 2019-20 tanto
para el numero de macollos como para el area foliar (Anexo, Tabla VIII.5). Estas
diferencias podrian estar relacionadas con las condiciones ambientales que
experimentaron las plantas progenitoras, en las que se generaron cada una de estas
poblaciones, asi como la edad de las mismas. Segun lo descripto la poblacion Al-1
fue producida en condiciones célidas y humedas (campafia 2015-16), observandose
mayores temperaturas medias y mayores precipitaciones que en las campafas 2016-
17 y 2017-18, superando ademas a las medias histéricas, (Anibalini, 2021). Durante
la primera campaifia, tanto las temperaturas medias como las temperaturas minimas
se encontraron dentro de valores Optimos para el crecimiento de las especies
tropicales, siendo ademas mas humedo, con precipitaciones 18,2% por encima del
promedio historico (Anibalini, 2021). Segun esos trabajos previos, en esta camparia
(2015-16) el hibrido Boyero-UNNE mostré diferente desemperio respecto a las otras
dos, tanto en su biomasa, en nimero de macollos y en masa aérea, mientras en las
otras dos campafias fue similar para todos estos parametros. Esto podria ser
explicado también porque durante 2015-16 la pastura se encontraba en su afio de
estabilizacion mostrando un pico de produccién dado por el maximo numero de
plantas establecidas (Anibalini, 2021). Por otro lado, las campafias de 2016-17 y 2017-
18 (correspondientes al afio de generacion de las poblaciones Al-2 y Al-3)
presentaron similares temperaturas medias y menores precipitaciones a las
observadas en 2015-16 y a las medias historicas, siendo la camparfa 2017-18 la mas
seca. Estas variaciones sugieren que las condiciones de produccion y cosecha, asi
como la edad de los progenitores, podrian influir posteriormente en el desempefio de
las plantas hijas. En este sentido es interesante mencionar el “efecto adaptativo
materno” que altera el fenotipo y el rendimiento de la progenie, trans-
generacionalmente, segun el ambiente al que se expuso la planta madre (Agrawal,
1999). Estos efectos, que en principio eran considerados adversos para los estudios
de herencia genética, tomaron trascendencia a finales de los '80 y fueron
considerados portadores de un importante significado ecoldgico y evolutivo (Herman

y Sultan, 2011). Whittle et al. (2009) presentaron evidencias de respuestas trans-
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generacionales adaptativas al estrés por calor en Arabidopsis thaliana, que
persistieron durante al menos dos generaciones. Los autores concluyeron que las
plantas conservan una memoria epigenética adaptativa de las condiciones de
temperatura de sus ancestros. Un estudio mas reciente en la especie Secale sylvestre
mostro que la descendencia de madres sometidas a estrés hidrico presentaba brotes
mas largos, mayor numero de macollos, mas del doble de biomasa y mayor
produccion de semillas que las madres cultivadas bajo condiciones de buen riego,
evidenciando una plasticidad transgeneracional positiva en respuesta a la sequia
(Mojzes et al., 2021). Estas evidencias sugieren que las diferencias encontradas entre
las diferentes poblaciones de una misma generacion podrian deberse a variaciones
epigenéticas heredadas de la planta madre segun los efectos ambientales a los que
se expuso durante su crecimiento. Si bien estas consideraciones son meramente
especulativas dejan abierta la puerta para profundizar el estudio de modificaciones

epigenéticas inducidas por efectos de estrés.

En los analisis realizados sobre las tres poblaciones de la segunda generacion,
también se observaron diferencias significativas entre ellas (A2-1, A2-2 y A2-3), si bien
fueron menores, muchos pardmetros/estadios mostraron diferencias entre si. Este
efecto bien podria explicarse por la plasticidad fenotipica trans-generacional. Si bien
los cambios producidos en las plantas progenitoras no son genéticos, si han sido
informadas modificaciones epigenéticas sobre metilacion diferencial del ADN, asi
como de histonas, en plantas sometidas a diversos ambientes y condiciones de estrés,
marcas que pueden transferirse a las generaciones subsiguientes (Herman y Sultan,
2011). Este efecto ha sido recientemente bien documentado en Poa annua, donde se
observd que el estrés abidtico generado a partir del corte de la pastura indujo la
metilacion global del ADN y que estos patrones de metilacion se transmitieron a la
descendencia. Ademas, se observl una reducciéon del tamafio de los brotes en la
descendencia de los clones podados, lo que sugiere que Poa annua puede transmitir
seflales ambientales a su progenie de manera trans-generacional (Benson et al.,
2020). De manera similar, en Polygonum persicaria, la metilaci6on de ADN se ha
correlacionado con la tolerancia al estrés por sequia inducida trans-
generacionalmente, los autores concluyeron que la metilacion es necesaria para la
expresion de los efectos ambientales heredados en el desarrollo de la descendencia
(Herman y Sultan, 2016).

En cuanto a los parametros florales las respuestas al ambiente fueron

homogéneas para todas las poblaciones ya que tanto el largo de racimo como el del
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tallo disminuyeron significativamente durante la campafa 2019-20. Los valores
obtenidos para el largo de racimo durante la campafia 2018-19 son comparables a los
observados por Anibalini (2021), que no detecto diferencias significativas entre las
campafas analizadas (2015-16, 2016-17 y 2017-18), a pesar de las diferencias

climéaticas.

Quizas el efecto ambiental observado en el presente trabajo tenga que ver con
gue las plantas se analizaron durante el primer afio de implantadas. En realidad, este
es un punto importante a tener en cuenta cuando se evaltan forrajeras perennes ya
que los valores medios de los caracteres evaluados pueden variar segun sean
determinados a partir de plantaciones sucesivas o de mediciones sucesivas sobre una
misma plantacién (Casler, 1999). Durante la caracterizacion realizada para el registro
del cultivar Boyero-UNNE y otros cultivares (Urbani et al., 2017) el rendimiento
forrajero se evalla durante tres campafas sucesivas sobre una misma poblacién. De
estos estudios emerge que el rendimiento forrajero es mayor el primer afio de
implantado el cultivar y se reduce los dos afios consecutivos, poniendo en evidencia
las variaciones intrinsecas a la edad de la planta que podrian influir también en la

produccion y calidad de las semillas.

Méas auln, los analisis comparativos de los parametros reproductivos, entre las tres
poblaciones dentro de una misma campafia también mostraron variaciones, pero solo
durante 2019-20, donde tanto el largo del racimo como el del tallo presentaron

diferencias significativas entre las 3 poblaciones.

5.2 Caracterizacion del comportamiento reproductivo

Mediante andlisis citoembrioldgicos fue posible caracterizar el comportamiento
reproductivo para las 3 poblaciones Al, cuantificando la proporcién de ovarios que
contienen SEA, SES o SEA+SES. Las 3 poblaciones mostraron comportamientos
similares sin diferencias significativas. El potencial de apomixis, considerado como el
namero de ovarios conteniendo tanto SEA solos o acompafiados de SES, fue elevado
(76%-79%) y similar para las tres poblaciones Al. Sin embargo, estos valores son
significativamente menores a los obtenidos por Urbani y colaboradores (2017) para
Boyero-UNNE en Corrientes. En sus estudios observaron un 86% de ovulos con SEA
solos, un 7% con SEA+SES, y un 7% con SES, siendo la posibilidad de apomixis, del
Boyero-UNNE original, de 93%, significativamente mas alta que la encontrada en el

presente estudio. Por otro lado, el porcentaje de ovarios con SES solos, evaluados en
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el presente trabajo varié entre el 10% al 14%, y la posibilidad de sexualidad oscilo
entre 28% y33%, siendo estos valores significativamente superiores en relacion con
Boyero-UNNE en Corrientes (7% al 14%).

Estos resultados reflejan que el comportamiento reproductivo es estable entre
las tres poblaciones, sin embargo, esta influenciada significativamente por el
ambiente. Este efecto ambiental ha sido documentado en varios estudios previos, en
investigaciones realizadas por Quarin (1986) en Corrientes de Paspalum
cromyorrhizon tetraploide, un genotipo con una estrecha relacion filogenética con P.
notatum Fliggé, se encontraron variaciones del comportamiento reproductivo bajo
diferentes regimenes de luz. En presencia de dias cortos, la incidencia de la
sexualidad fue baja, mientras que aumentd considerablemente en dias largos.
Ademas, la mayor incidencia de apomixis se registr6 durante condiciones favorables
para el crecimiento y la floracion, especialmente después de las lluvias de verano y
las altas temperaturas (Quarin, 1986). En genotipos de P. rufum diploides, Soliman et
al. (2021) informaron disminuciones significativas de la expresividad de la aposporia
en Zavalla respecto a Corrientes. Estos andlisis concuerdan con lo observado para el
cultivar Boyero-UNNE.

5.3 Variacion transgeneracional

Las tres poblaciones Al fueron utilizadas para generar las progenies A2 y las
semillas de las tres poblaciones de cada generacion fueron llevadas a campo y
analizadas durante la misma campafia. La comparacion inter-generacional global, sin
diferenciar las poblaciones, muestra estabilidad en los caracteres analizados, solo
varia significativamente el nimero de macollos. El andlisis comparativo considerando
cada poblacion por separado muestra mas estabilidad para la poblacion Al, mientras
las otras dos poblaciones presentan variaciones principalmente en el nimero de
macollos. En las tres poblaciones Al, A2 y A3, la altura al final de la floracion y el largo
de racimo se mantuvieron mas estables entre ambas generaciones. Nuestros
resultados resultan comparables con estudios previos realizados en la especie
aposporica Hieracium pilosella. En este caso se demostro que el 90% de los 20 rasgos
analizados se heredaron de manera estable durante dos generaciones sucesivas
cultivadas simultaneamente (Sailer, 2016). En ambos casos se cultivaron plantas de
diferentes generaciones al mismo tiempo, reduciendo en gran medida el efecto de la
variacion ambiental sobre los caracteres en estudio. Se concluyé que los fenotipos de

los hibridos de Hieracium pilosella pudieron fijarse a lo largo de las generaciones.
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Si bien los aumentos en la posibilidad de reproduccién sexual, que se observan
en Zavalla, podrian justificar las variaciones fenotipicas entre las poblaciones, estos
resultados deberian ser corroborados con otro tipo de analisis. Las diferencias entre
la produccion de SEA a nivel del ovario no implican una disminucién en la proporcion
de semillas generadas por apomixis. Es necesario completar este estudio con analisis
de citometria de flujo de semillas, asi como mediante marcadores moleculares para

analizar la estabilidad genética de las progenies.

Aungue no se pudo completar un analisis multifactorial, dado que muchos de
los pardmetros analizados no se ajustaron a la normalidad, de los andlisis realizados
se infiere que los parametros presentan mas variacion frente a cambios ambientales
gue entre las diferentes generaciones. De esta manera, al igual que en el trabajo de
Hieracium pilosella se puede concluir que, ain en un ambiente en el cual la expresion
de la apomixis parece ser menor que en Corrientes, los caracteres son fijados al

menos en una generacion.
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6. CONCLUSIONES

En funcion de los objetivos planteados inicialmente se arriba a las siguientes
conclusiones:
v Las condiciones ambientales de las plantas progenitoras pueden provocar
diferencias significativas en el desempefio de las progenies.
v Las generaciones sucesivas del hibrido apomictico Boyero-UNNE muestran

estabilidad de la mayoria de los caracteres vegetativos y reproductivos analizados.

A partir de los analisis realizados en cuanto al efecto ambiental se puede

concluir:

v Las variaciones ambientales interanuales producen variaciones significativas
en los caracteres vegetativos y reproductivos del hibrido Boyero-UNNE.

v Las variaciones ambientales entre Corrientes y Zavalla provocan disminuciones
significativas en las proporciones de SEA producidos por el hibrido Boyero-UNNE

disminuyendo la probabilidad de que las semillas se produzcan por apomixis.

Finalmente, estos resultados permiten aceptar la hipétesis propuesta y
confirman la estabilidad fenotipica facilitada por la apomixis y también resaltan la

influencia del ambiente en la expresion de los caracteres.

Este trabajo de tesina aporta informacion sobre el comportamiento reproductivo
del cultivar Boyero-UNNE y constituye un aporte al estudio de los caracteres

vegetativos y reproductivos en Paspalum notatum.
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8. ANEXO

Tabla 8.1. Comparacion interanual de los parametros vegetativos y reproductivos entre las poblaciones

Al agrupadas (2018-19 y 2019-20).

Valores medios A1-2018-19 A1-2019-20
Altura 1 (cm) 17,49 £ 3,4 13,97 + 3,26 ***
Altura 2 (cm) 27,26 £ 4,91 21,72 + 4,47 ***
Altura 3 (cm) 26,23 + 4,45 22,73 £ 4,25 ***
Macollos 1 (N°) 9,15+4,79 10,39+5,76
Macollos 2 (N°) 55,43 + 15,59 58,25+ 22,3

Macollos 3 (N°)

67,7 +16,89

96,65 + 31,03 ***

IAF (cm?)

358,59 £ 115,38

440,58 + 161,19 **

L Racimo (cm)

14,13+ 1,92

11,76 £1,09 ***

L Tallo (cm)

60,8 £ 7,42

39,31 + 8,44 ***

Diferentes colores indican diferencias significativas de manera que las celdas con mayor intensidad de grises implican mayores

valores absolutos; ** 0.001<p<0.01 y *** p<0.001.
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Tabla 8.2. Comparacion interanual de los parametros vegetativos y reproductivos de las poblaciones Al entre las campafias 2018-19 y 2019-20.

Valores medios | A1-12018-19 A1-12019-20 A12 2018-19 A12 2019-20 A13 2018-19 A13 2019-20
Altura 1 (cm) 14,83 £2,11 12,4+3,18 * 19,6 + 2,06 13,45 + 3,73 *** 18,05 + 3,07 15,22 + 2,45 **
Altura 2 (cm) 25,78 + 4,54 24,73 £ 4,48 29,18 + 4,46 22,85 + 3,51 *** 28,05+5,3 18,33 +2,99 ***
Altura 3 (cm) 24,2 +4,35 24,23+ 4,14 27,45 + 4,43 20,4 +3,01 *** 27,05 + 4,05 24,03 + 4,56 *
Macollos 1 (N°) | 6,75 £ 3,75 13,4 £ 6,42 ** 9,35+ 4,39 5,5+ 3,19 *** 11,35+ 5,16 12,33 + 4,54
Macollos 2 (N°)  |47,75 15,8 80 + 22,35 *** 62,15 + 10,26 43,8 15,68 *** 56,4 + 17,01 56,4 + 14,25
Macollos 3 (N°) | 61,8 +17,83 125,21 + 28,49 *** 71,15 + 15,74 76,47 £ 22,15 70,15 + 16,27 95,72 + 23,73 ***
IAF (cm?) 310,84 + 107,98  |593,6 + 169,43 *** 383,29 + 89,39 369,19 + 119,68 380,33 + 135,9 397,21+ 111,99

L Racimo (cm) 13,97 + 1,46 12,3 +1,13 *** 14,41 £ 2,42 11,81 + 1,09 *** 14,02 £ 1,82 11,2 + 0,85 ***

L Tallo (cm) 59,08 + 4,6 47,01 £ 5,09 *** 63,1+7,98 39,14 + 6,52 *** 60,23 £ 8,78 33,08 £ 7,44 ***

Diferentes colores indican diferencias significativas de manera que las celdas con mayor intensidad de grises implican mayores valores absolutos; * 0.01<p<0.05, ** 0.001<p<0.01 y *** p<0.001.
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Tabla 8.3. Comparacion intra-poblacional en la misma campafia.

Valores medios | A1-12018-19 | A1-22018-19 | A1-32018-19 | A1-12019-20 |A1-22019-20 A1-32019-20 A2-12019-20 | A2-22019-20 | A2-32019-20
Altural(cm) | 14,83+2,11 19,6 £2,06 | 18,05+3,07* | 12,4+3,18 | 13,45+3,73 15,22 +2,45 * 14,55+3,02 | 14,22 +2,75 15,17 + 3,96
Altura 2 (cm) | 25,78 +4,54 29,18+4,46 | 28,05+53* | 24,73+4,48 | 22,85+3,51 | 18334299 *** | 237+4,53 | 204+2,69 | 21,15%3,47 **
Altura3 (cm) | 24,2+4,35 27,45+4,43 | 27,05+4,05* | 24,23+4,14 | 20,4+3,01 24,03+4,56 ** | 23,13+4,01 | 21,87+3,77 224438

Macollos 1 (N°)| 6,75 £3,75 9,35+4,39 | 11,35+516* | 13,4+6,42 5,5 +3,19 12,33+4,54*** | 995+254 | 13,91+4,63 | 17,25+5,17 **

Macollos 2 (N°) | 47,75+15,8 | 62,15+ 10,26 | 56,4 + 17,01 * 80+22,35 | 43,8+1568 | 56,4+14,25*** | 833+153 58+15,61 |67,85+17,67 ***

Macollos 3 (N°)| 61,8+17,83 | 71,15+15,74 | 70,15+16,27 |125,21+ 28,49 | 76,47 +22,15 | 95,72 +23,73 *** |12535+35,39 | 101+30,31* | 109,9 32,09

IAF (cm?) | 310,84 + 107,98 | 383,29 + 89,39 B80,33 + 135,9 ** | 593,6 + 169,43 369,19 + 119,68 397'21*f*111'99 4526937 11' 365,04 + 134,46 | 315,43 79,75 **
L Racimo (cm) | 13,97 + 1,46 14,41+2,42 | 14,02+1,82 12,3+1,13 | 11,81+ 1,09 11,2 40,85 * 11,52+1,36 | 12,12+1,13 | 11,3540,86 *
L Tallo (cm) 59,08 + 4,6 63,1£7,98 | 60,23+878 | 47,01+5,09 | 39,14+6,52 | 33,08+7,44*** | 4398+11,53 | 46,13£6,11 | 36,6+594 **

Diferentes colores indican diferencias significativas de manera que las celdas con mayor intensidad de grises implican mayores valores absolutos; * 0.01<p<0.05, ** 0.001<p<0.01 y *** p<0.001. Celdas y

nameros resaltados en diferentes tonos de grises indican valores intermedios.
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Tabla 8.4. Andlisis intergeneracional entre las generaciones Alvs A2 agrupadas durante la campafia

2019-20.

Valores medios Al A2

Altura 1 (cm) 13,97 £ 3,26 14,65 + 3,27
Altura 2 (cm) 21,72 £ 4,47 21,75 +3,85
Altura 3 (cm) 22,73 £2,25 22,33 +4,03
Macollos 1 (N°) 10,39 +5,76 13,81 £ 5,19 ***
Macollos 2 (N°) 58,25+ 22,3 69,72 + 19,1 **
Macollos 3 (N°) 96,65 £ 31,03 112,08 + 33,67 *

IAF (cm?)

440,58 + 161,19

391 £ 140,09

L Racimo (cm)

11,76 £1,09

11,66 £1,16

L Tallo (cm)

39,31+8,43

42,23 +£9,12

Diferentes colores indican diferencias significativas de manera que las celdas con mayor intensidad de grises implican mayores

valores absolutos; * 0.01<p<0.05, ** 0.001<p<0.01 y *** p<0.001.
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Tabla 8.5. Analisis intergeneracional entre cada una de las poblaciones Alvs A2 durante la campafia 2019-20.

Valores medios Al-1 A2-1 Al-2 A2-2 Al-3 A2-3
Altural(cm) | 12,4+3,18 14,55 + 3,02 * 13,45 + 3,73 14,22 + 2,75 15,22 + 2,45 15,17 + 3,96
Altura 2 (cm) | 24,73+4,48 23,7+4,53 22,85+ 3,51 20,4 £2,69 * 18,33 +2,99 21,15+3,47 *
Altura3 (cm) | 24,23+4,14 23,13 +4,01 20,39+ 3,01 21,87 +3,77 24,03 + 4,56 22+4,38

Macollos 1 (N°)| 13,4+6,42 9,95+ 2,54 5,5+3,19 13,91 +4,63 *** | 12,33+4,54 | 17,25+5,17 **

Macollos 2 (N°)] 80+22,35 83,3+15,3 43,8 £ 15,68 58 + 15,61 ** 56,4 +14,25 | 67,85+17,67 *

Macollos 3 (N°) | 125,21 + 28,49 | 125,35+35,39 | 76,47 +22,15 | 101+30,31 ** | 9572+23,73 | 109,9+ 32,09
IAF (cm?)  |593,6 + 169,43 | 484,97 + 140,31 * | 369,19 + 119,68 | 365,04 + 134,46 |397,21 + 111,99 | 315,43 + 79,75 *
L Racimo (cm) | 12,3+1,13 11,52 £1,36 11,81 + 1,09 12,12 £1,13 11,25 + 0,85 11,35+ 0,86
LTallo (cm) | 47,01+5,09 | 43,98+11,53 39,14+6,52 | 46,13+6,11* | 33,08+7,44 36,6 + 5,94

Diferentes colores indican diferencias significativas de manera que mayor intensidad de grises implican mayores valores absolutos; * 0.01<p<0.05, ** 0.001<p<0.01 y *** p<0.001.

Tabla 8.6. Comparacion cuantitativa del comportamiento reproductivo de Al con Boyero-UNNE.

TOTAL | N°SEA (%) | N°SES (%) | N° SEA+SES (%) | N° SEAwt® (%) | N° SEStot® (%)
A1 total 788 | 479 (61) " | 99 (13)" 135 (17) ™ 614 (78) 234 (30) "
Boyero-UNNE | 55 47 (86) 4(7) 4(7) 51 (93) 8 (15)

IAB: Ovarios abortados
2SEA: NUmero de ovarios que contienen tanto SEA solos como SEA acompafiados por SES
3SES,: Nimero de ovarios que contienen tanto SES solos como SES acompafiados por SEA

* 0.01<p<0.05, ** 0.001<p<0.01 y *** p<0.001. ™ diferencias no significativas.
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Tabla 8.7. Prueba de Kruskal Wallis de la PP entre cada campafia con respecto a igual periodo

histérico.

Variable PP N Medias D.E. Medianas H p
Campanfal PP1 6 101,97 42,13 92,95 0,03 0,8777
Campaiia 2 PP2 6 58,38 33,44 64,25 5,77 0,0152

Historico PPhist 6 104,50 22,84 110,44

Tabla 8.8. Prueba de Kruskal Wallis de las PP entre campafias.

Variable PP N Medias D.E. Medianas H p
Campafal PP1 6 101,97 42,13 92,95 2,08 0,1797
Campafia 2 PP2 6 58,38 33,44 64,25

Tabla 8.9. Comparacién de las temperaturas medias entre campafia.

Variable Temp N Medias D.E. Medianas H p
Campaiial Templ 6 19,97 3,08 20,60 0,52 0,5130
Campafia 2 Temp2 6 20,46 3,96 22,65

Tabla 8.10. Comparacion entre las temperaturas medias de cada campafia y el historico en igual

periodo.

Variable Temp N Medias D.E. Medianas H p
Campafal Templ 6 19,97 3,08 20,60 0,10 0,8182
Campaiia 2 Temp2 6 20,46 3,96 22,65 0,10 0,7587

Historico TempHist 6 20,18 3,75 21,50
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