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1 INTRODUCCION

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea estival perenne, de tipo
reproductivo apomictico, con una amplia distribucion mundial y con su centro de origen
ubicado en la region comprendida por Uruguay, centro — este de Argentina y sur de
Brasil. Dicha especie es reconocida por su aptitud forrajera y su funcionalidad ecoldgica
en los sistemas de produccidon con base pastoril. Si bien P. dilatatum Poir. ha sido
motivo de esfuerzos de domesticacion y mejoramiento, no se han podido resolver sus
limitantes agronémicas, entre ellas la pobre produccion de semilla. Se ha sugerido que
uno de los problemas mas importantes de la ineficacia en la solucion de dichas
limitantes es la insuficiente exploracion de la variabilidad genética en la especie. Esto es
debido al desconocimiento de la relacion entre su tipo reproductivo y las caracteristicas
genéticas de los materiales que la componen, con los niveles de variabilidad posibles y
su distribucion. La variabilidad genética existente en esta especie responde a los
patrones de variabilidad y de distribucion geografica de la misma, caracteristicos de los
complejos apomicticos poliploides. P. dilatatum Poir. comprende citotipos
alotetraploides sexuales, alopentaploides y alohexaploides apomicticos. Utilizando
marcadores moleculares recientemente se han identificado varios clones dentro del
biotipo alopentaploide de la especie “comun”, revelando un nivel de variabilidad
genética mucho mayor al conocido. Estos clones muestran contribuciones genéticas de

diferentes biotipos sexuales y fueron agrupados en base al biotipo involucrado.

Las caracteristicas morfogenéticas son atributos vegetales controlados
genéticamente (Gillet et al., 1984) que definen el flujo de tejidos y la estructura de los
tapices vegetales. Filocron y Tasa de FElongacion Foliar son dos caracteristicas
morfogenéticas utilizadas para describir y entender los procesos de generacion del area
foliar y produccion de biomasa en respuesta a distintos factores ambientales y
antropicos. También son herramientas de descripcion de la variabilidad genética y su

respuesta a factores de stress en germoplasma de interés para el mejoramiento genético



vegetal. Ademas se utilizan para entender y ajustar la respuesta de distintas medidas de
manejo sobre la variabilidad genética en especies de interés agrondmico y ecologico.
Para esta especie se han realizado trabajos preliminares de caracterizacion morfogenética
los cuales demostraron ciertos niveles de variabilidad fenotipica en la misma, aunque

dicha variabilidad no ha sido relacionada con la variabilidad genética.

El germoplasma de la coleccion P. dilatatum Poir. de Facultad de Agronomia,
UdelaR, en funcion de su caracterizacion genética con marcadores moleculares, ha sido
individualizado en clones genéticamente distintos. Es posible de que existan nuevos
niveles de variabilidad morfogenética en relacion a la variabilidad genética definida. Se
propone realizar una caracterizacion morfogenética para la coleccion instalada a campo,
la cual es una muestra representativa del nivel de variabilidad genética existente en la
especie. A través de la cuantificacion de la Tasa de Elongacion Foliar y el Filocron, se
pretende describir la distribucion y magnitud de la variabilidad fenotipica en funcion de

los distintos niveles de ploidia, y de los grupos genéticos existentes en la especie.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos generales

Describir la diversidad genética actualmente existente en la coleccion de P.
dilatatum Poir. de Facultad de Agronomia a través de wuna caracterizacion
morfogenética. Caracterizar la distribucion de la variabilidad fenotipica existente en

dicha coleccion a través de estas caracteristicas fenotipicas.



1.1.2 Objetivos especificos

* Analizar la distribucion de la variabilidad fenotipica para los distintos niveles
de ploidia de la coleccion de P. dilatatum Poir. de Facultad de Agronomia, para las

caracteristicas morfogenéticas Filocron y Tasa de Elongacion Foliar.

* Analizar la distribucion de la variabilidad fenotipica para los distintos grupos
genéticos dentro del citotipo pentaploide de la coleccion P. dilatatum Poir. de Facultad
de Agronomia, para las caracteristicas morfogenéticas Filocron y Tasa de Elongacion

Foliar.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCCION

Se ha propuesto que las especies vegetales de reproducciéon apomictica se
caracterizan por presentar un patron geografico definido en la estructura de su diversidad
genética, con su epicentro de variabilidad en funcion principalmente de la ubicacion
geografica de las fuentes de sexualidad compatibles y activas, donde se generan nuevos
clones genéticamente diversos (Speranza 2005b, Horandl y Paun 2006). Por otra parte la
apomixis estd usualmente asociada a la poliploidia (Savidan 2000, Richards 2003). Esto
agrega un nuevo nivel de variabilidad genética a los complejos poliploides agamicos a
través de los efectos nucleotipicos, de incremento de dosis alélica y de incremento de la
heterocigosis, resultantes de la variacion en la cantidad de ADN genomico (Hancock,
2004) como consecuencia del aumento en el nimero de genomios. Ambas fuentes de
diversidad genética ocurren en los complejos poliploides agdmicos. En la familia
Poaceae este fendmeno sucede de manera recurrente (Poehlman, 2006) y el grupo
Dilatata, del género Paspalum es un buen ejemplo de ello, con P. dilatatum Poir. como
principal modelo genético para las interacciones entre la poliploidia y la apomixis
(Speranza, 2009). La especie P. dilatatum Poir. es una graminea de ciclo de vida
perenne, ciclo de crecimiento estival y sindrome fotosintético C4. Su constitucion
genética es alopentaploide y su tipo reproductivo apomictico (Speranza y Mallosetti,
2007). Esta especie, con su centro de origen ubicado en la region comprendida por
Uruguay, centro — este de Argentina y sur de Brasil, presenta una amplia distribucion y
valor productivo reconocido a nivel mundial (Rosengurtt 1943, Pizarro 2002). Varios
son los trabajos que validan su inclusion como alternativa forrajera en la region
(Santifiaque 1979, Carambula 2002). A nivel mundial se han desarrollado proyectos de
mejoramiento en la especie (Schrauf 2003, Burson et al. 2009), con prospecciones y
caracterizaciones de variabilidad fenotipica, pero sin una referencia explicita a la

diversidad genética explorada (Cicardini et al. 1982, Garcia et al. 2002, Venuto et al.



2003, Alonso y Monterrubianesi 2006, Couso et al. 2010). En estos programas no se han
logrado solucionar las limitantes agronémicas inherentes a la especie como ser la pobre
produccion de semilla, la susceptibilidad al hongo Claviceps paspali Stevens & Hall,
entre otras (Asociacion Argentina De Produccion Animal, 2003). En el grupo Dilatata se
han realizado trabajos recientes de caracterizacion de la variabilidad genética con
marcadores moleculares de elevada precision. Estos identifican nuevos niveles de
variabilidad genética para el grupo, y definen patrones de distribucién geografica de la
misma (Speranza, 2005a, 2005b). Es importante corresponder estos niveles de
variabilidad genética a variabilidad fenotipica relevante a través de caracterizaciones
relacionadas con los procesos de crecimiento y desarrollo ya que estos determinan
caracteristicas agroecologicas de importancia para especies de valor productivo y

ecologico.

Crecimiento y desarrollo son dos procesos distintos pero intimamente
relacionados en los ciclos de vida de una célula, 6rgano, planta o cultivo. Dichos
procesos se encuentran bajo control genético y son regulados por el ambiente (Wilhelm
y McMaster, 1995). La morfogénesis vegetal es la dindmica de generacion (génesis) y
expansion de la forma de la planta (morphe) en el tiempo y el espacio (Chapman y
Lemaire, 1993). A través del programa morfogenético las plantas determinan el
funcionamiento y conexion de los procesos de desarrollo y crecimiento en coordinacion
con la generacion de la forma vegetal (Durand et al., 1991). Debido a que los procesos
morfogenéticos en gramineas ocurren por la sucesiva generacidn, expansion y
senescencia de los fitomeros de un macollo (McMaster, 2005) y los fitdbmeros son
unidades elementales morfogenéticas, de naturaleza demografica para las poblaciones
vegetales de gramineas (White, 1979), la morfogénesis aérea en las plantas gramineas

puede ser resumida a los procesos que ocurren en un macollo (Briske y Derner, 1998).

Tasa de aparicion foliar (su inversa el filocrén) y tasa de elongacion foliar

(TEF) son caracteristicas morfogenéticas que en interaccion con factores ambientales



definen las caracteristicas estructurales de la pastura y por ende el Indice de Area Foliar
(IAF) (Lemaire y Chapman, 1996). Varios son los factores exdgenos que afectan el
filocron (Wilhelm y McMaster, 1995). En ausencia de stress hidrico el nitrogeno y la
temperatura son los factores que determinan el filocron (Gastal, 1992). La respuesta
lineal de la apariciéon de hojas de un genotipo a la temperatura, para rangos térmicos
determinados, define que el filocron sea una constante genética (Bonhomme 2000,
McMaster 2005), por lo tanto este esta genéticamente determinado (Wilhelm y
McMaster, 1995). Distintos materiales genéticos tendran distintos valores de filocron, en
funcidn de sus caracteristicas genéticas y génicas. Es de interés describir la variabilidad
genética para la caracteristica debido a la importancia que tiene la misma en estudios de
simulacion de las respuestas morfogenéticas a la temperatura (Juskiw et al., 2001), para
generacion de medidas de manejo de pasturas (Guerra Bandinelli et al., 2003) o para
visualizar adaptabilidad de determinadas especies o distintos genotipos a ambientes
especificos (Schirmer de Mattos et al., 2005). También es una herramienta descriptiva
para la identificacion temprana de caracteristicas de valor productivo en

caracterizaciones fenotipicas de materiales genéticos de interés (Bahmani et al., 2000).

La TEF también interactua con las demas caracteristicas morfogenéticas en la
generacion de las caracteristicas estructurales de las gramineas (Lemaire y Chapman,
1996). De forma similar que para el filocron, TEF varia en gran medida frente a
variaciones de temperatura y de disponibilidad de nitrégeno (Gastal, 1992), pero la
misma estd genéticamente determinada (Gillet et al., 1984). Variaciones genéticas
debidas al incremento en la cantidad de ADN genomico tienen un efecto sobre el tamafio
celular y por lo tanto sobre la dinamica celular a nivel meristematico, con lo cual la TEF
varia para materiales de distintos niveles de ploidia. A su vez a medida que se explora la
diversidad genética en especies de interés agrondémico se encuentra variabilidad genética
para esta caracteristica debida a diversidad alélica. Por lo tanto es de especial interés

conocer la variabilidad genética para esta caracteristica por su efecto sobre Ia



productividad de las gramineas forrajeras (Horst et al. 1978, Ghesquicre et al. 1994,
Bahmani et al. 2000).

2.2 VARIABILIDAD GENETICA

2.2.1 Complejos poliploides - agamicos

La apomixis o agamospermia es un mecanismo de reproduccion asexual
(agémica) a través de la produccion de semillas (Nogler, 1984). Los diferentes tipos de
apomixis estdn representados en distintas familias botdnicas (Carman, 1997),
principalmente en Asteraceae, Rosaceae y Poaceae (Horandl, 2006). Las plantas
perennes generalmente utilizan una combinacion de los tres tipos reproductivos
fundamentales para acompasar la estrategia reproductiva a las condiciones ecoldgicas
cambiantes (Richards, 1990). La propensiéon a la reproduccion asexual es una
caracteristica de muchas especies y estd usualmente acompanada por el mantenimiento

de la reproduccion sexual residual (Asker y Jerling 1992, Richards 2003).

La creacion de variabilidad genética en complejos apomicticos a través de la
sexualidad residual es de distinta magnitud segln el caso (Horandl y Paun, 2006). Por
otra parte la diversidad genética en estos complejos puede verse incrementada cuando
estan ubicados en el centro de origen de sus especies, donde la contraparte apomictica se
puede hibridar con biotipos sexuales compatibles (Daurelio et al. 2004, Speranza
2005b). Esto contribuye a generar las mayores incorporaciones de variabilidad genética
en dichos complejos (Horandl y Paun, 2006). La acumulacion de mutaciones somaticas
en los clones también colabora en la generacion de variabilidad genética dentro de cada
clon (Asker y Jerling 1992, Horandl 2004). Es asi que las poblaciones de especies
apomicticas frecuentemente son multiclonales (Ellstrand y Roose 1987, Asker y Jerling
1992). Para el caso de la especie P. dilatatum Poir. la variabilidad genética estd

determinada por la participacion de un clon principal de amplia distribucion y por la



aparicion de nuevos clones, generalmente en regiones geograficas donde existen las

fuentes de sexualidad activas (Speranza, 2005b).

La poliploidia como evento evolutivo exitoso ocurre en mayor medida en el
reino vegetal (Tamarin, 1996) donde esta sucede en al menos un 70% de las
angiospermas (Masterson, 1994) y en un 95% de las pteridofitas (Grant, 1981). Méas aln,
la gran mayoria si no toda la macroflora considerada diploide es de origen
paleopoliploide. La familia botdnica Poaceae es un ejemplo del éxito evolutivo de la
poliploidia (Levy y Feldman, 2002). La poliploidia puede ser originada a través de
duplicaciones cromosOmicas, pero en mayor medida por hibridaciones a través de
gametos no reducidos (DeWet 1979, Bretagnolle y Thompson 1995). De esta manera la
poliploidia resulta en la amplificacion del contenido gendémico haploide completo, mas
alla de la diploidia (Hancock, 2004). Asi como la poliploidia lograda a través de la
duplicacién somatica es la via de la sobrevivencia de hibridaciones interespecificas que
generan individuos con meiosis irregulares (Tamarin, 1996) también es la Unica
alternativa evolutiva en plantas apomicticas que de manera diploide expresarian
mutantes recesivos deletéreos en la fase gametofitica (Ozias Akins et al. 2003, Bicknell
y Koltunow 2004). Es asi que la propagacion de hibridos neopoliploides de nivel de
ploidia par o impar se ve facilitada por la apomixis (Richards, 2003). Por eso muchas
veces la apomixis ocurre en conjunto con la poliploidia, (Savidan, 2000). En la familia
Poaceae existen ejemplos de complejos poliploides y apomicticos, donde confluyen
diversos niveles de ploidia y especies emparentadas sexuales y apomicticas (Harlan y de

Wet 1963, Speranza 2005a, 2005b, Poehlman y Sleper 2006).

2.2.2 Efecto del nivel de ploidia sobre la variabilidad fenotipica

Las Variaciones en el nivel de ploidia traen aparejadas cambios en el fenotipo
vegetal debido béasicamente a 3 tipos de efectos: efectos nucleotipicos, efectos de

variaciones en las dosis alélicas, y de incremento en la heterocigosis.



2.2.2.1 Efectos nucleotipicos

El ADN nuclear influye en la definicidon fenotipica a través de la expresion de
su contenido génico pero también a través de los efectos fisicos de su volumen y masa.
Existe una estrecha relacion entre el contenido de ADN nuclear, tamafio y masa celular,
y numero de cloroplastos por célula guarda (Bennett, 1987). También las variaciones en
el tamafio del genoma estan positivamente correlacionadas con la duracion del ciclo
celular en la mitosis y meiosis, lo cual junto con el tamafo celular, interactua en la
definicion de las tasas de desarrollo y ciclos de vida (Levin, 2002). Por otro lado algunas
caracteristicas de crecimiento como ser la extension foliar estan directamente
correlacionadas al contenido de ADN nuclear debido a su relacion con la dindmica de
los ciclos celulares en los meristemas (Grime y Mowforth, 1982), lo cual resulta en un

mayor peso y tamafio de drganos en vegetales poliploides (Cavallini, 1993)

2.2.2.2 Efectos de dosis alélica

El incremento en la cantidad de genomios en un genoma genera un incremento
en la cantidad de copias de los genes. Por lo tanto, para un gen determinado las
variaciones en las dosis alélicas, debidas a variaciones en el nivel de ploidia, generan la
posibilidad de incrementar la variacion potencial de los niveles de expresion genotipica,
con incrementos en clases fenotipicas intermedias, pero también para niveles
transgresivos (Guo et al. 1996, Osborn et al. 2003, Hancock 2004). Si bien los efectos a
nivel fenotipico son erraticos, los efectos de dosis alélica suelen generar variaciones
aditivas en niveles enzimaticos para distintos niveles de ploidia (Levin et al. 1979, Dean
y Leech 1982) También se ha atribuido a efectos de dosis alélica a nivel poliploide la
variacion encontrada para caracteristicas como fecha de floracién (Schranz et al. 2002,
Osborn 2004). Sin embargo este fendémeno de respuesta fenotipica al incremento de la
dosis alélica en genes que tienen copias multiples no es la regla en especies poliploides.
En el proceso de diploidizacion que sufren los poliploides la redundancia gendémica es

reducida (Paterson 2004, Wang et al. 2005). Los genes duplicados se pueden perder, ser



retenidos o mantenidos como duplicaciones, sufriendo a menudo procesos de
subfuncionalizacién o neofuncionalizacion (Adams y Wendel 2005, Taylor y Raes

2005).

2.2.2.3 Incremento en la heterocigosis

Otro de los factores a través del cual el incremento de ploidia genera efectos en
el fenotipo es el incremento de la heterocigosis. La presencia de mayor diversidad
alélica en niveles de ploidia mayores al diploide permite mayores niveles de
heterocigosis en poliploides en comparacion con los diploides, independiente del tipo de

poliploide (Soltis y Soltis 2000, Udall y Wendel 2006)

2.2.3 Tipos poliploides

Las especies poliploides pueden ser clasificadas en dos tipos segin su
composicion gendmica y la forma en que fueron originadas. Las especies
autopoliploides se generan por fecundaciones con gametos no reducidos de una misma
especie, o por duplicacion somadtica (Stupar, 2007). Por lo tanto los cromosomas de los
distintos genomios de una especie autopoliploide presentan homologia total, con
consecuente herencia polisdmica (Osborn et al., 2003). Las especies alopoliploides son
poliploides generados por hibridaciones interespecificas seguidas de duplicaciones
cromosOomicas, o generados a través de gametos no reducidos de especies diferentes
(Stupar, 2007) y combinan dos o mas genomios no homologos (Osborn et al., 2003).
Desde el punto de vista de la herencia muchos alopoliploides se comportan como
diploides, con herencia disomica debido a que gracias a la falta de homologia entre
genomios diferentes no se produce apareamiento entre cromosomas homeodlogos, y por

lo tanto en la meiosis se generan bivalentes (Levin 2002, Osborn 2003).

Existen diferencias en los efectos de la poliploidia a nivel genotipico segtn el

tipo de poliploide. Para especies autopoliploides los altos niveles de heterocigosis son
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debidos a la transferencia de la heterocigosis desde la generacion anterior via gametos
no reducidos y a la herencia polisémica, a través de la cual se mantienen mayores
niveles de heterocigosis que para la herencia disomica (Moody et al. 1993, Hancock
2004). Por otro lado las especies alopoliploides presentan la ventaja intrinseca de la
hibridez permanente a través de la cual se fija la heterocigosis permanentemente (Soltis
y Soltis, 2003). Esto se debe a que para un gen determinado la presencia de homeoalelos
en genomios homeologos se mantiene (Levy y Feldman, 2002) ya que la segregacion
entre estos es independiente. La heterocigosis fijada en especies alopoliploides permite
mantener la heterosis (Comai, 2005), e incrementar la flexibilidad bioquimica de los
alopoliploides (Levin, 1983). Para genes con efectos aditivos la presencia de nuevas
homeologias génicas en un genoma puede crear nuevos fenotipos transgresivos y

exitosos (Osborn, 2004).

Muchas veces en complejos apomicticos alopoliploides, donde genotipos
asexuales alopoliploides recombinan con especies sexuales (Speranza 2005b, Horandl
2009) la apomixis permite la supervivencia y dispersion de genotipos alopoliploides
exitosos (Chen et al., 2007). Las poblaciones naturales de especies que forman parte de
complejos apomicticos alopoliploides pueden ser multiclonales y presentar citotipos de
distintos niveles de ploidia (Speranza 2005a, Horandl 2009). Para géneros que contienen
especies de importancia agrondmica existen complejos alopoliploides agdmicos (Osborn
2004, Poehlman y Sleper 2005) con gran diversidad genética debido a la participacion
de citotipos de distintos niveles de ploidia, materiales poliploides parentales, de
diferentes origenes evolutivos los cuales aportan diversidad gendmica, e hibridos
interespecificos de altos niveles de heterocigosis debidos a hibridaciones entre dichos
materiales poliploides emparentadas. Es de especial interés la caracterizacion fenotipica
de colecciones de dicha especies, con especial énfasis en los dos factores genéticos que
hacen a su variabilidad genética: las variaciones en el nivel de ploidia y origenes

genéticos distintos.

11



2.3 MORFOGENESIS

Crecimiento y desarrollo son dos procesos distintos pero intimamente
relacionados en los ciclos de vida de una célula, 6rgano, planta o cultivo. Dichos
procesos se encuentran bajo control genético y son regulados por el ambiente. En
condiciones especificas uno puede ocurrir sin el otro, como es en el caso de situaciones
de stress ambiental, en las cuales el desarrollo sucede mientras que el crecimiento puede
limitarse (Wihelm y McMaster, 1995). El proceso por el cual células, 6rganos o plantas
pasan por estados diferenciados, sucesivos e identificables durante su ciclo de vida se
considera como el proceso de desarrollo, mientras que el crecimiento como proceso se

define como un incremento en tamafio o masa (Salisbury y Ross, 1991).

Las plantas (desde niveles intraespecificos hasta ecosistémicos) varian
ampliamente en sus tasas de produccion de materia seca i.e. tasas de crecimiento. Estas
diferencias estan relacionadas a las condiciones ambientales donde ocurre el
crecimiento, o a diferencias inherentes al vegetal en cuestion (Lambers et al., 1989).
Dado que el crecimiento ocurre durante la sucesion de estados de desarrollo en un ciclo
vegetal (Pearson y Ison, 1997) las diferencias en el crecimiento vegetal van a estar
relacionadas también a diferencias en desarrollo vegetal. Diversos han sido los enfoques
para la generacion de herramientas que describan de las dindmicas de desarrollo, (Haun
1973, Zadocks 1974, Moore et al. 1991, Counce et al. 2000) y crecimiento vegetal (West
et al. 1920, Vernon y Allison 1963). La morfogénesis es un enfoque que contempla la
concrecion de las etapas de desarrollo vegetal en conjunto con la generacion de la forma

sobre la cual los vegetales realizan el crecimiento.

2.3.1 Morfogénesis

La forma vegetal se debe concebir como un proceso morfoldgico, continuo y
dindmico, y no como el resultado de un proceso. Dentro de este enfoque ha cobrado

importancia la morfogénesis en el sentido que la misma estudia el desarrollo de la forma
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de la planta durante su ontogenia (Sattler y Rutishauser, 1997). La morfogénesis vegetal
es la dinamica de generacion (génesis) y expansion de la forma de la planta (morphe) en
el espacio (Chapman y Lemaire, 1993). Los fendmenos morfogenéticos se caracterizan
por ser procesos con actividad repetitiva a distintos niveles, debido a la produccion de
tres tipos fundamentales de unidades constitutivas. El primer tipo es la célula, la cual por
su capacidad de autodividirse genera los meristemas. La funcion de esta unidad da
origen al metamero, el segundo tipo de unidad, el cual en multiplicidad y conjuncion, y
gracias a la actividad de sus meristemas da origen al mddulo, tercer tipo de unidad. Estos
en conjunto forman el sistema de vastagos y de raices (Barlow, citado por Perreta et al.,
2005). A nivel macroscopico se considera al metdmero como la unidad elemental de

construccidn de la estructura morfoldgica de las plantas (White, 1979).

2.3.1.1 Estructura de una planta graminea

La unidad elemental: el fitbmero

El metamero es también llamado fitomero, drgano el cual cumple con el rol de
ser la unidad elemental para la construccion de la arquitectura de las plantas. Las plantas
construyen su forma a través de la repetida formacion, expansion y senescencia de
dichas unidades basicas (McMaster, 2005), y todos los o6rganos de las plantas, incluidas
sus estructuras reproductivas, pueden ser desensambladas a fitémeros (Hay y Porter,
2006). Organoldgicamente el fitbmero se compone por una hoja, su vaina y lamina, el
nudo de insercion de la hoja con el correspondiente entrenudo y yema axilar, (Evans y
Grover, 1940) y raices adventicias si estan presentes. Existen variaciones en cuanto a
cual es el entrenudo que compone al fitdbmero, si el infero o stipero a la hoja; pero
ademas existe discordancia en cuanto a la posicion de la yema axilar y de la hoja en este
(Clark y Fisher, 1987). De cualquier manera, independientemente si el enfoque usado en
la definicion de la organologia del fitomero es anatémico o fisioldgico, la importancia de
este reviste en que su identidad refiere a un evento de desarrollo repetible

demograficamente (White, 1979), e individualizable a el proceso de desarrollo foliar de
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una planta graminea (McMaster, 2005). De esta manera el crecimiento por unidad de
area y el efecto del ambiente sobre este se puede estudiar en términos de crecimiento y

desarrollo foliar i.e. en términos del fitomero (Bazzaz y Harper, 1977).

La unidad modular: el macollo

La unidad modular, vastago, o en gramineas el macollo, se construye a través
del desarrollo de los sucesivos fitomeros a partir de un meristemo apical (McMaster,
2005). El proceso de ramificacion o macollaje ocurre a través de la formacion,
crecimiento y desarrollo de fitbmeros en los meristemos axilares de las hojas, lo cual va
a generar macollos o vastagos laterales en ordenes jerarquicos inferiores, en funcion de
la edad de estos respecto del macollo o eje principal de la planta (Nelson 2000, Barlow,
citado por Perreta et al. 2005, McMaster 2005). Por lo tanto una planta graminea esta
compuesta por diferentes macollos, ontogenéticamente de distintas generaciones,
generados por la diferenciacion, desarrollo y crecimiento de los sucesivos fitbmeros en
los meristemos axilares de las hojas de macollos mas viejos. La tasa de macollaje, su
variacion estacional, y la longevidad de los macollos determinan la densidad de
macollos por unidad de area en un momento dado, en una pastura de especies gramineas
(Briske, 1991). Dicha demografia clonal de los macollos permite modelar los procesos
de desarrollo y crecimiento por unidad de area a los sucesos que ocurran en un macollo,
(Briske y Derner, 1998) hecho el cual se simplifica al suceso de crecimiento y desarrollo

de fitdmeros en un macollo.
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Crecimiento de una pastura

En un ecosistema de pastizales la produccion vegetal es el resultado de dos
procesos simultdneos: el crecimiento o acumulacion de tejidos nuevos en las plantas y
los procesos de senescencia, los cuales suceden juntos (Hodgson et al., 1981, 1990). Este
equilibrio opera a nivel de macollos individuales y es evidencia de la continua
sustitucion de fitobmeros en los mismos. La cantidad de macollos por unidad de area
junto con los patrones de macollaje, (aparicion, mortalidad y senescencia) en relacion a
la producciéon neta de tejidos por macollo determina la produccion de la comunidad
vegetal (Da Silva y Pedreira, 1997). La produccion bruta de forraje (crecimiento) puede
ser estimada a partir del balance de carbono fijado por fotosintesis y el utilizado en la
respiracion, o a partir de mediciones de tasas de formacion de tejidos por unidad de
poblacion, combinadas con estimaciones de los cambios en la densidad de macollos. En
una situacion ideal ambas aproximaciones deberian usarse concurrentemente, sin
embargo esto no siempre es posible y generalmente los estudios de flujo de tejidos son la

unica opcion (Davies, 1993).

La morfogénesis aérea determina la evolucion del IAF de la pastura lo cual es
uno de los factores que, junto con propiedades arquitecturales y Opticas del IAF y la
radiacion incidente, definen la cantidad de radiacion interceptada (Varlet-Grancher y
Bonhomme, 1979). La cantidad de radiacidon interceptada es el factor de mayor
importancia en la determinacion del rendimiento de un cultivo (Cooper, 1970). Esta y
los patrones de captacion, uso y pérdida de carbono por las plantas determinan la
acumulacion neta de materia seca. A través de los procesos de aparicion de nuevos
organos, expansion y senescencia de los mismos, la morfogénesis determina el flujo de
carbono y por tanto la distribucion de la materia seca generada en la forma de la planta y

de la pastura (Lemaire y Chapman, 1996).
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2.3.1.2 Morfogénesis aérea de plantas individuales

Variables morfogenéticas

Para gramineas en estado vegetativo donde solamente se producen hojas y
macollos, la morfogénesis es funcion de tres caracteristicas morfogenéticas vegetales
principales: Tasa de aparicion de hojas, tasa de elongacion foliar y tasa de senescencia
foliar. Estas caracteristicas estan genéticamente determinadas y son modificadas por
variables ambientales como temperatura, nutricion nitrogenada, status hidrico y demas
factores (Chapman y Lemaire 1993, Lemaire y Chapman 1996). Dichas variables
morfogenéticas interrelacionadas determinan las tres principales caracteristicas
estructurales de las pasturas: Tamafio foliar, densidad de macollos y nimero de hojas
vivas por macollo. La combinacion de estas tres caracteristicas determina el indice de

area foliar de la pastura (Chapman y Lemaire, 1993).

Filocron

En el meristemo apical del macollo de una graminea durante su desarrollo
vegetativo, inmediatamente por debajo del domo apical, en las capas “tunica” laterales
(Nelson, 2000) se diferencian protuberancias de células en una sucesion acropeta y en
posiciones opuestas y alternadas a cada lado del meristemo. Estas dan inicio a los
primordios foliares (Pinto, 1994). Generalmente la iniciacion foliar nunca deja de ocurrir
durante el desarrollo vegetativo (Evans y Barton, 1997). El intervalo entre la aparicion
de un primordio foliar y el siguiente en el meristemo apical se representa con el nombre
de plastocréon (Wilhelm y McMaster, 1995). El tiempo insumido en la formacion y
desarrollo de cada primordio de hoja en el dpice y la velocidad de elongacion de estos a
través del pseudotallo, junto con el largo del mismo, definen el momento de aparicion de
las ldminas de las hojas por sobre la ligula de la hoja anterior, y por tanto la tasa de
aparicion de las hojas (Skinner y Nelson 1994c, Skinner y Nelson 1995). Como el
plastocron no puede ser monitoreado facilmente sin destruir la muestra, es de uso mas

general la cuantificacion del tiempo entre la aparicion de dos hojas sucesivas por sobre
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el pseudotallo, o entre dos idénticos estados de desarrollo de hojas sucesivas (Nelson,
2000). El filocrén es el intervalo de tiempo transcurrido entre dos estados de desarrollo
idénticos de dos hojas sucesivas de un macollo (Wilhelm y McMaster, 1995), y se

corresponde a la inversa de la tasa de aparicion de las mismas (Klepper et al., 1982).

La tasa de aparicion foliar juega un rol central en la morfogénesis aérea ya que
esta tiene influencia directa con las tres caracteristicas estructurales que definen el Indice
de area Foliar de la pastura (Fig. 2). En combinacion con la tasa de elongacion foliar,
TAF define el largo foliar final (Chapman y Lemaire, 1993). También TAF tiene
relacion directa con la densidad de macollos, dado que para cada hoja en formacion o
formada hay una yema en su axila con potencial de formacion de un macollo. Por lo
tanto la densidad de macollos, debida a la tasa macollaje, va a depender de la tasa de
aparicion de hojas (Davies 1974, Skinner y Nelson 1992, 1994a) y de el “site filling”
(Neuteboom y Latinga 1989, Van Loo 1992) o “site usage” de las yemas axilares
formadas (Nelson 2000, Mathew y Assuero 2000) i.e. tasa de concrecion de las mismas
en macollos. Por ultimo, TAF en conjunto con la vida media foliar definen el No hojas

vivas por macollo (Chapman y Lemaire, 1993).

Para una especie cualquiera sea, el filocron es un parametro constante cuando
es expresado en tiempo térmico i.e. grados dia (de aqui en adelante GD). Esto provee
una escala universal para el estudio de la morfogénesis (Anslow 1966, Lemaire y
Agnusdei 2000). El mismo puede ser determinado de diversas maneras, por ejemplo: el
tiempo térmico transcurrido entre la aparicion por sobre el pseudotallo de 2 hojas
sucesivas, o el tiempo térmico transcurrido entre dos estados de desarrollo iguales para
dos hojas sucesivas. En general la manera mas practica de determinarlo es a través de la
regresion entre sucesivos estados de desarrollo caracterizados por medio de la escala
Haun (Haun, 1973) y una escala de tiempo térmico. Asi, la pendiente de la recta de
regresion arroja la TAF, y su inversa es el filocron, calculado en GD (Wilhelm y

McMaster, 1995). De cualquier manera la universalidad de los valores de filocron para
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una misma especie, 0 para comparaciones entre especies, requiere de la determinacion
de la temperatura base necesaria para el calculo de los GD acumulados, asi como de la

respuesta del filocron a variaciones en temperatura (Lemaire y Agnusdei, 2000).

Factores ambientales que afectan el filocron

Distintos factores ambientales pueden afectar en mayor o menor medida al
filocron. La variacion de la disponibilidad de los nutrientes esenciales (nitrégeno y
fosforo) a niveles no extremos genera variaciones en el filocron (Longnecker y Robson
1994, Wilhelm y McMaster 1995, Prystupa et al. 2003, Lavres Jr. 2004, Bartholomew y
Williams 2006). También déficits hidricos generan aumentos del filocron (Craufurd et

al. 1993, Bartholomew y Williams 2006).

Variaciones en la altura del pseudotallo de las gramineas, en tapices vegetales
utilizados para produccion vegetal genera variaciones del filocrén (de Moura Pinto
2001, Nogueira Martins 2005, da Silva Pena 2009) debido al efecto que el largo del
pseudotallo tiene sobre este (Miglietta 1991, Skinner y Nelson 1995, Duru y Ducrocq
2000a, 2000b). La transicion del &pice vegetativo a reproductivo es un fenomeno que
genera disminuciones en el filocron, relacionado a la elongacion de entrenudos
(Gonzalez y Xavier 2000, de Moura Pinto 2001). La estructura del tapiz, afectada por
factores antropogénicos o por efectos de la misma ontogenia vegetal, genera variaciones
en el filocrén debido a efectos de dicha estructura sobre la calidad de luz (cambios en la
relacion Rojo/Rojo Lejano (R/FR) (Casal et al. 1985, Casal et al. 1987, Gautier et al.
1999), y en la cantidad de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) interceptada
(radiacion comprendida entre 400 y 500 nm) (Barnes y Bugbee 1992, Gautier y Varlet
Grancher 1996). Mas estas variaciones no son coincidentes entre los distintos trabajos
revisados. Las variaciones en el largo del fotoperiodo y la temperatura son factores que
también afectan al filocron (Masle 1989, Cao y Moss 1989a, 1989b, Van Esbroeck et al.
2003, Itoh y Sano 2006), a lo largo del ciclo de crecimiento vegetal.
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La temperatura es el principal factor ambiental que gobierna la tasa de flujo de
tejido vegetal y por lo tanto a la tasa de aparicion de hojas (Gastal et al. 1992, Skinner y
Nelson 1995). El modelo de estudio de la misma a través del filocron, cuantificado en
escala de tiempo térmico, le brinda universalidad a la modelacion del proceso, (Anslow
1966, Lemaire y Agnusdei 2000) bajo el supuesto de que la relacion entre la tasa de
aparicion de hojas y la temperatura es lineal (Baker et al. 1980, Cao y Moss 1989b,
McMaster et al. 1992, Ellis et al. 1993). Pero varios trabajos describen lo contrario
(Slafer y Rawson, 1995) y se han propuesto modelos de simulacién no lineales, e
integrando al fotoperiodo o distintos tipos de cuantificaciones térmicas (McMaster y
Wilhelm 1995, Xue et al. 2004) en dichas funciones de prediccion. Sin embargo la
respuesta lineal ocurre en el rango comprendido entre la temperatura base y la 6ptima
(Bonhomme 2000, McMaster 2005) y ajustes por variacion de varios factores
ambientales logran explicar la linealidad de la respuesta entre TAF y la temperatura
(Jamieson, 2008). Dado que la morfogénesis es un proceso que estd genéticamente
establecido (Gillet et al., 1984), dicha respuesta, evidenciada por el efecto de la
temperatura sobre el filocron, es determinada genéticamente (Wilhelm y McMaster,

1995).

Factores genéticos que afectan el filocron y su variabilidad

El efecto de variaciones genéticas sobre el filocron en organismos vegetales
depende del tipo de variacion genética a la que nos refiramos. Las variaciones en el nivel
de ploidia generan variabilidad en el filocron. El ciclo celular programado, delimitado
por el proceso de division celular, juega un papel fundamental en los procesos de
morfogénesis y desarrollo vegetal (Meijer y Murray, 2001). El incremento en el
contenido de ADN en el nucleo de células vegetales, a través del incremento de la
ploidia, enlentece los ciclos celulares debido a que el tiempo necesario para la mitosis y
la meiosis es mayor a mayor contenido de ADN a nivel nuclear. De esta manera el

tiempo minimo de generacién aumenta, y por lo tanto la duracion de los procesos de
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desarrollo. Es asi que la variacion del ciclo celular estd estrechamente relacionada a las
tasas de desarrollo vegetal (Bennett 1972, Inzé y De Veylder 2006). El hecho de que
materiales de mayor nivel de ploidia tengan filocrones mas largos (Brettagnolle y
Thompson 1996, Bultynck et al. 2004) es fruto del efecto del incremento del nivel de
ploidia sobre el incremento en la duracién de ciclos celulares, y su relacion con el
enlentecimiento del desarrollo vegetal. Dicho enlentecimiento, explicitado en el
alargamiento del filocron, se expresa en un retardo de la fenologia y fechas de floracion
mas tardias para materiales de mayor nivel de ploidia (Levin 1983, Brettagnole y
Thompson 1996, Petit et al. 1997). Las consecuencias se expresan a nivel de
alargamiento del ciclo vegetativo, con consecuencias también en caracteristicas del
crecimiento vegetal, como ser: produccién de menos hojas y macollos, enlentecimiento
del crecimiento y por tanto menores tasas de crecimiento relativas pero no absolutas
(Levin 1983, Brettagnole y Thompson 1996, Van Esbroeck et al. 1997, Bultynck et al.
2004). Sin embargo este patron de variacion del filocron en relacion a la variacion en el
nivel de ploidia se puede ver afectado. Situaciones de competencia entre genotipos de
distinto nivel de ploidia pueden generar que los materiales de menor nivel de ploidia
alarguen su filocron. Estos cambios en el filocron van a tener como resultado
variaciones en la fenologia y en caracteristicas de crecimiento vegetal para los materiales
afectados por las situaciones de competencia (Maceira et al., 1993). Por otro lado
muchas veces materiales genéticos alopoliploides, generados por hibridaciones
artificiales entre genotipos de diversos niveles de ploidia, se diferencian en sus valores
de filocron respecto al patron de respuesta del filocron frente a variaciones en el nivel de

ploidia (Couso et al., 2010)

Existen claras diferencias genéticas en tasas de desarrollo a nivel
interespecifico, tanto en gramineas forrajeras como cereales, en estado vegetativo (Frank
y Hofmann 1989, Cao y Moss 1989b, Frank y Ries 1990, Frank y Bauer 1995), pero
también aun a nivel intraespecifico (Frank y Hofman 1989, Cao y Moss 1989b, Frank y

Bauer 1995). Estas diferencias son debidas a diferencias en parametros morfogenéticos
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(Van Esbroeck et al. 1997, 1998, Madakadze et al. 1998, Miranda Gomide y Gomide
2000). Para varias especies gramineas se han definido valores de filocron (Lemaire y
Agnusdei 2000, Eggers et al. 2004, Gramig y Stoltenberg 2007), y también se ha
explorado la variacion del mismo a nivel intraespecifico (Ghesquicre et al. 1994, Frank y
Bauer 1995, Van Esbroeck et al. 1997, Miranda Gomide y Gomide 2000, Clerget et al.
2008, Van Esbroeck et al. 2008).

Las diferencias en origen genético entre distintos materiales tanto a nivel
interespecifico como intraespecifico son fuente de generacion de variabilidad para el
filocron. Diferentes origenes genéticos entre distintos materiales son debidos a distintas
situaciones ecogeograficas de evolucion, con consecuencias expresadas en diferencias
genéticas (Van Esbroeck et al. 1997, Padilla y Otegui 2005). Dichas variaciones refieren
muchas veces a diversidad génica y variaciones en los mecanismos de expresion de los
alelos que codifican para caracteristicas morfogenéticas (Rebetzke y Richards 1999,
Morita et al. 2005, Van Esbroeck et al. 2008). Se han realizado caracterizaciones
fenotipicas que cuantifican filocron de manera directa o indirecta, en germoplasma de
diversas gramineas cereales con ejemplos en el género Zea (Tollenaar et al. 1979,
Warrington y Kanemasu 1983, Tollenaar et al. 1984, Birch et al. 1998, Padilla y Otegui
2005, Van Esbroeck et al. 2008), Sorghum (Craufurd et al. 1998, Clerget et al. 2008)
Triticum (Frank y Bauer 1995, Rebetzke y Richards 1999) Hordeum (Dofing 1999,
Borras-Gelonch et al. 2009, 2010), Oryza (Morita et al., 2005) entre otras. También se
han realizado caracterizaciones en gramineas forrajeras estivales de los géneros
Brachiaria y Panicum (Van Esbroeck et al. 1997, Teixeira da Silveira et al. 2010) e

invernales como Lolium, Festuca y Dactylis (Kolliker et al., 1999).

Usos del filocréon

La importancia practica del conocimiento del filocrén de especies vegetales se

basa en la caracterizacion de la relacion entre la temperatura y el desarrollo vegetal, y en
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la validez de su utilizacién en modelos de prediccion del crecimiento y desarrollo de
pasturas, cultivos o malezas (fenologia, evolucion del area foliar, etc.). De esta manera
modelos de simulacidon provenientes de dicha informacién sirven de herramienta para
definir distintas practicas de manejo en funcion del objeto de uso del vegetal en cuestion
(Frank y Bauer 1995, Eggers et al. 2004, McMaster 2005, Gramig y Stoltenberg 2007).
El hecho de conocer los efectos genéticos sobre el filocron, muchas veces permite la
obtencion de modelos mas precisos (Juskiw et al., 2001). Ademas el filocron es una
herramienta para visualizar adaptabilidad de determinadas especies o distintos genotipos
a ambientes especificos (Schirmer de Mattos et al., 2005) asi como para describir la
respuesta del flujo de tejidos y la plasticidad fenotipica a distintas practicas de manejo

(Bandinelli et al. 2003, Martins et al. 2005).

El filocréon, junto con las demas caracteristicas morfogenéticas, permite
describir procesos sucesionales en los pastizales, en funcion de distintos factores de
disturbio del equilibrio ecologico (Bretagnolle y Thompson 1996, Eggers et al. 2004).
La caracterizacion primaria de materiales genéticos a través del filocron y demaés
caracteristicas morfogenéticas permite una aproximacion temprana a la identificacion de
caracteristicas de valor productivo en programas de mejoramiento de especies forrajeras

(Ghesquiere et al. 1994, Hazard y Ghesquiére 1997, Bahmani et al. 2000).

Tasa de elongacion foliar

La segunda caracteristica morfogenética que participa en la definicion de las
caracteristicas estructurales de las plantas gramineas y por lo tanto del flujo de tejido
vegetal en el espacio es la tasa de elongacion foliar (a partir de ahora TEF) (Chapman y
Lemaire, 1993). La TAF en conjunto con la TEF definen el largo foliar final ya que este
es definido por la duracion de la elongacion foliar (DEF) y la TEF (Lemaire y Agnusdei
2000, Agnusdei y Assuero 2004) y la DEF es una fraccion constante del filocrén

(Robson 1967, Skinner y Nelson 1994c¢). Los estudios en el area de la expansion foliar
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en gramineas generalmente se enfocan en el componente axial de la misma, la TEF
(mm* h™), i.e. la tasa de incremento en largo foliar (Begg y Wright 1962, Robson 1973,
Schnyder 1987, Fiorani 2000). Esto es debido a que la TEF es la variable mas relevante
de la expansion del area foliar ya que el crecimiento foliar en gramineas es
principalmente unidireccional y paralelo al eje longitudinal de la hoja (Mac Adam et al.,

1989), y ademas a que TEF puede ser medida facilmente (Arredondo y Schnyder, 2003).

La elongacion foliar ocurre debido a la actividad meristematica de la hojas en
desarrollo, mas precisamente a la actividad del meristemo intercalar de las mismas. Este
meristemo estd cubierto por el pseudotallo de las hojas anteriormente desarrolladas
(Davidson y Milthorpe 1966, Kemp et al. 1980). Una vez que un primordio foliar se
diferencia en el meristemo apical, ocurre una primer etapa de crecimiento-elongacion del
mismo debida a una serie de divisiones celulares, hasta que este alcanza 2-3 mm de
largo y las células logran un largo de 20nm. (Skinner y Nelson, 1994b). En esta etapa
queda definida la zona de division celular del meristemo intercalar. Es una etapa
caracterizada por baja TEF y baja tasa de elongacion foliar relativa (TEFR) (mm*mm
largo de hoja'* dia™). Al continuar la elongacion del primordio foliar la actividad
meristematica se extiende a la parte mas distal del meristemo, donde comienza la etapa
de elongacion de las células producidas en la zona de division celular y se define la zona
de elongacion celular (Skinner y Nelson, 1995). Esta zona va a incrementar su largo
hasta lograr su largo maximo, momento que coincide con el momento en que la punta de
la hoja aparece sobre la vaina de la hoja anterior (Skinner y Nelson, 1994b). Esta etapa
estd caracterizada por un incremento de la TEF y por tener las méaximas TEFR.
Posteriormente la hoja comienza una etapa de crecimiento lineal, TEF maxima y
disminucion de TEFR. En la altima etapa la hoja comienza a finalizar su crecimiento, en
sincronia con la finalizacion de la division celular en su base, y la elongacion de las

ultimas células producidas en el meristemo (Skinner y Nelson, 1995).
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Si bien la elongacion foliar se puede simplificar a un unico proceso de
elongacion (Kemp et al. 1980, Schnyder et al. 1990), una vez que la ligula se diferencia
en el meristemo intercalar, la elongacion se puede describir como dos procesos que
ocurren separadamente en la lamina y en la vaina. El limite entre la ldmina y vaina foliar
se define cuando el primordio foliar tiene menos de 1 mm (Sylvester et al. 1990, Skinner
y Nelson 1994b). La ligula se diferencia en la zona de division celular, en el meristemo
intercalar, cuando la lamina foliar tiene alrededor de un 20% de su largo final, fendmeno
que sucede en coordinacién con la aparicion de la punta la ldmina por sobre el
pseudotallo (Skinner y Nelson, 1994b). A partir de ese momento comienza la etapa de
rapida TEF la cual corresponde exclusivamente a la elongacion de la lamina. Una vez
que la lamina logra alrededor del 75% de su largo final, la ligula recorri6 toda la zona de
division celular del meristemo y por lo tanto la zona de elongaciéon de la lamina
comienza a decrecer y también su tasa de elongacion. A partir de entonces la zona de
elongacion se posiciona en la vaina y la elongacidon ocurre mayormente en la misma. La
tasa de elongacion foliar comienza a decrecer en la etapa de elongacion de la vaina
(Schnyder et al., 1990). Una vez que la lamina ceso su elongacion y la ligula aparecio
por sobre la ligula de la hoja anterior, finaliza la produccion celular en la zona de
division celular del meristemo y la elongacion que resta por cumplir la vaina es debida a
la finalizacion de la elongacion de las restantes células en la zona de elongacion del

meristemo (Skinner y Nelson, 1994b).

La TEF es el producto de dos propiedades de la zona de crecimiento: largo de la
zona de crecimiento (mm) y TEFR promedio del tejido de la zona de crecimiento (mm*
mm-1* h -1) (Arredondo y Schnyder, 2003), esta ultima también llamada tasa de
crecimiento relativa elemental (TCRE) (Ericsson, 1976) o tasa de elongacion segmental
(Skinner y Nelson, 1995). Ambos parametros dependen de la tasa de produccion de
células epidérmicas, tasa de elongacion de las células y duracion de la elongacion de las
mismas, (MacAdam et al. 1989, Gastal y Nelson 1994). Por lo tanto la elongacion foliar

es un proceso derivado del efecto acumulado de la elongacion celular (Durand, 1999).
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Incrementos en la TEF pueden ser explicadas por incrementos en el largo de la zona de
elongacion celular y en la TEFR (Volenec y Nelson, 1983), incrementos en el largo de la
zona de elongacion pero sin cambios en la TEFR (Paolillo y Sorrells 1992, Gastal y
Nelson 1994), incrementos en la TEFR sin cambios en el largo de la zona de elongacion
(Schnyder y Nelson 1988, Arkebauer y Norman 1989) y finalmente debidos a
incrementos en el largo pero decreciendo la TEFR (Volenec y Nelson 1981, Skinner y
Simmons 1993). A nivel celular incrementos en la TEF concuerdan con aumentos en la
produccion celular que derivan en aumentos en la cantidad de células elongando. La
TEFR varia con variaciones en la tasa de elongacion de las células de manera
contradictoria, por lo tanto la elongacion celular no esta directamente relacionada con la
tasa de elongacion de la hoja. La TEF y las variaciones en los parametros que la
explican, largo de zona de elongacion y TEFR, varian en respuesta a variaciones

ambientales y genéticas (Skinner y Nelson, 1995).

A nivel experimental la cuantificacion de la TEF se utiliza para explicar y
entender los efectos de diversos factores ambientales sobre el crecimiento vegetal en
especies gramineas (Gastal 1992, Frensch 1997, Berone et al. 2007) y asi poder
manipularlos por el hombre. En la manipulacion de estos procesos vegetales por parte
del hombre, la prediccion a través de modelos de simulacion de la respuesta en
crecimiento vegetal frente a la variacion de los factores, siempre es de interés y por lo
tanto la cuantificacion de la TEF se utiliza en trabajos de modelacién del crecimiento
vegetal (Durand et al. 1999, Lemaire y Agnusdei 2000, Fournier et al. 2004). En la
busqueda de mejorar la dindmica de crecimiento o determinadas caracteristicas
productivas de especies gramineas de uso agrondémico, la TEF se incluye en la
caracterizacion de materiales en programas de mejoramiento genético (Ghesquicre et al.
1994, Hazard et al. 1994, Reymond et al. 2003, Bultnyck et al. 2004) ya que entre otras

cosas este se correlaciona con la produccion de biomasa (Horst, 1978).
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Factores ambientales que afectan la TEF

La disponibilidad de Nitroégeno afecta la TEF (Gastal et al. 1992, Gastal y
Nelson 1994) en mayor medida que las variaciones en la disponibilidad de fosforo
(Coloma et al. 2000, Plénet et al. 2000). Las variaciones de disponibilidad hidrica
afectan la TEF de la misma manera que los nutrientes (Acevedo et al. 1971, Saab y
Sharp 1989, Durand et al. 1995). Condiciones de salinidad, que generan un stress a las
plantas a nivel de su crecimiento, inducen disminuciones en la TEF de gramineas (Hu y
Schmidhalter, 2008). Todos estos factores afectan la TEF a través de los efectos de estos
sobre la dindmica celular en el meristemo intercalar de las hojas (MacAdam 1989,
Durand et al. 1995, Jovanovic et al. 2004, Kavanova et al. 2006, Hu y Schmidhalter
2008).

Intensidades de pastoreo muy severas pueden afectar a la TEF (Donaghy y
Fulkerson 1998, Berone et al. 2008) y también existen variaciones de TEF en relacion a
la ontogenia de los macollos (Schnyder y Nelson 1989, Duru y Ducrocq 2000, Bos et al.
2000, Arredondo y Schnyder 2003). Caracteristicas de la luz incidente sobre los tapices
gramineos tienen sus efectos sobre la TEF. Variaciones en la intensidad luminica
generan variaciones en la TEF (Schnyder y Nelson 1989, Bos y Neuteboom 1998, Bos et
al. 2000). Respecto a la calidad de luz incidente, variaciones en la relaciéon de
determinadas longitudes de onda del espectro luminico (relacion R/RL) pueden generar
variaciones en la TEF (Skinner y Simmonds, 1993), asi como también la cantidad de luz
azul (Gautier y Varlet Grancher, 1996) y las variaciones en el largo del fotoperiodo (Hay

et al., 1990).

Entre los factores ambientales que modulan la tasa de elongacion foliar, cuando
agua y nutrientes no son limitantes, la temperatura es el de mayor importancia (Peacock
1975a, Gallagher y Biscoe 1979), y frente a variaciones en esta a nivel de los

meristemos, la TEF responde de manera inmediata (Peacock 1975b, Stoddart et al.
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1986). Por otro lado frente a variaciones diarias o estacionales en la temperatura la TEF
puede responder de manera diferencial ya sea por factores ontogénicos de los macollos
(Peacock, 1976) o porque para determinado genotipo la TEF responde de manera
exponencial a variaciones en temperatura (en el rango de temperaturas medias diarias de
5-17°C para especies invernales y de 12-20°C para especies estivales (Duru y Ducrocq
2000, Lemaire y Agnusdei 2000). En contradiccion a esto varios trabajos muestran
respuestas lineales a la temperatura tanto para especies estivales (Ben Haj-Salah y
Tardieu 1995, Lafarge et al. 1998) como invernales (Peacock 1976, Keatinge et al.
1980).

Factores genéticos que afectan la TEF y su variabilidad

La TEF se ve afectada por variaciones genéticas de indole gendmico. Las
variaciones en el nivel de ploidia entre distintos materiales afectan la TEF. Al igual que
para el filocrén, el aumento del ADN gendmico a nivel del nucleo afecta la dindmica
celular a nivel meristematico a través de la variacion de diversos mecanismos de
generacion de la cantidad y el tamafio celular. Dicha variacion en la dindmica se debe a
un incremento del tamafio celular epidérmico final a través de una mayor tasa de
elongacion celular asi como también a través de un mayor volumen celular (Byrne et al.,
1981), pero no a través de la variacion en la duracion del periodo de elongacion
(Sugiyama, 2005). Los efectos de la variacidon en el nivel de ploidia sobre TEF pueden
ser debidos también a variaciones en la tasa de produccion celular a nivel meristematico
a través del incremento en el nimero de células en division y o en la tasa de division
celular (Fiorani et al., 2000), pero siempre generando un incremento del tamafio de la
zona de crecimiento, i.e. meristemo intercalar, lo cual esta altamente correlacionado con
TEF (Arredondo y Schnyder, 2003). Por lo tanto a mayores niveles de ploidia los
valores de TEF van a ser mayores (Fiorani et al. 2000, Bultynck et al. 2004, Sugiyama et
al. 2005). Los aumentos en TEF a través del aumento en el nivel de ploidia, generan

variaciones en la evolucion del area foliar, en tasas de flujo de tejidos, tasas de
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asimilaciones netas, tasas de crecimiento relativas y por ende aumentos en los tamafios
foliares finales y en la produccion de biomasa (Fiorani et al. 2000, Khramtsova et al.
2003, Bultynck et al. 2004, Sugiyama 2005). Sin embargo algunas veces incrementos en
los niveles de ploidia no tienen por consecuencia aumentos en la TEF. Esta se ve
afectada por situaciones de competencia al punto que las diferencias en TEF entre
materiales de distintos niveles de ploidia en situaciones de competencia se pueden ver
invertidas, pasando a tener los materiales de menor nivel de ploidia mayores TEF que
los de mayores niveles de ploidia (Maceira et al., 1993). Hay situaciones en las que la
regla de comportamiento de TEF frente a variaciones en el nivel de ploidia se ve
afectada por la constitucion genética de los materiales evaluados. Cuando se hibridan
materiales con valores de TEF distantes entre si, muchas veces el genotipo resultante
puede disminuir su TEF respecto de la de los padres y por lo tanto tener valores mayores

a los de materiales de mayor nivel de ploidia (Couso et al., 2010).

De la misma manera que para filocron, materiales genéticos de un mismo nivel
de ploidia pero de distintos origenes ecogeograficos, y distintas lineas evolutivas por
adaptacion ambiental, van a presentar diferencias en su constitucion genética y por lo
tanto diferencias en TEF entre ellos. Los niveles de variabilidad intraespecifica para TEF
se van a ver afectados por las magnitudes de la variabilidad genética intraespecifica.
Materiales de arroz y de Festuca arundinacea de distintos origenes, a nivel
intraespecifico, presentaron distintos valores de TEF (Robson 1967, Parent et al. 2010).
Mas atn, variaciones intraespecificas para TEF y su relacion con variaciones en
caracteristicas morfologicas- fisiologicas y de indole agronémico han sido
documentadas en trabajos que estudiaron ecotipos de Festuca (Robson 1967, Volenec y
Nelson 1984), ecotipos, y “familias de medios hermanos” de Lolium perenne
(Ghesquiere et al. 1994, Bahmani et al. 2000) y cultivares de Panicum maximum
(Gomide y Gomide, 2000) entre otros. Para algunas especies se ha identificado el efecto
de distintos materiales genéticos sobre la TEF (Ghesquicre et al. 1994, Bahmani et al.

2000) y la fuente génica de variaciones fenotipicas en la misma (Keyes et al. 1989,
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Reymond et al. 2003, 2004). Para TEF recurrentemente se realizan estudios de
generacion y exploracion de variabilidad intraespecifica asi como de caracterizacion de
distribucion de la misma (Teixeira et al., 2010) en respuesta a situaciones de stress tanto
salino (Munns y James, 2003) como hidrico (Piano et al. 2004, Welcker et al. 2007)

dada la importancia que tiene la misma para el mejoramiento genético.

Tipos morfogenéticos

Dentro de las plantas gramineas existen distintos tipos morfogenéticos en
funcion de la combinacion de sus atributos morfogenéticas y estructurales. Esto define la
forma de la planta y la estructura de un tapiz, y ademas define medidas de manejo para
la utilizacion eficiente de la biomasa en funcion del flujo de esta. Suelen existir
materiales genéticos que se caracterizan por tener individuos con pocos macollos, de
gran tamafio y hojas largas, y materiales genéticos con muchos macollos pequefios y
hojas cortas (Bahmani et al. 2000, Lemaire et al. 2009, Teixeira et al. 2010). La principal
caracteristica morfogenética que determina que las caracteristicas estructurales se
definan de esta manera es la TAF, por lo tanto el. Filocrén (Lemaire y Chapman 1996,
Colabelli et al. 1998). En general los materiales genéticos que tienen valores de filocron
elevados consecuentemente tienen tasas de elongacion foliar altas y hojas largas, y
viceversa (Ghesquiere et al. 1994, Colabelli et al. 1998). Ademads variaciones en el largo
foliar son debidas y estan correlacionadas a variaciones en la tasa de elongacion foliar
(Fiorani et al. 2000, Arredondo y Schnyder 2003), asi materiales con hojas largas y
macollos grandes tienen TEF mayores respecto de materiales de hojas cortas y macollos
pequefios (Bahmani et al., 2000). A esto se asocia, en la definicion de las caracteristicas
estructurales, la vida media foliar como tercer caracteristica morfogenética (Lemaire et

al., 2009).

Por otra parte, el filocron también define la Tasa de Aparicion de macollos

(TAM) y por lo tanto la forma del macollo y la estructura de la pastura. Asi materiales
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con alto filocrén van a tener ademas de hojas mas largas, menos TAM, y por lo tanto
menos No de macollos/ unidad de area, pero macollos mas grandes, y viceversa cuando

el filocron es bajo (Lemaire y Chapman 1996, Colabelli et al. 1998).

24 EL MODELO DE ESTUDIO

El bioma pampas es considerado centro de origen de gramineas forrajeras
(Hartley, 1956) y particularmente para el caso de Uruguay existe una muy alta
diversidad genética en gramineas forrajeras (Del Puerto, 1969), principalmente en
especies estivales, debido a las condiciones ambientales favorables para su desarrollo
(Millot et al., 1987). Dentro de esta diversidad existen géneros como Axonopus y
Paspalum entre otros, con especies de reconocido valor agrondémico (Rosengurtt 1943,
Bennett y Bashaw 1966), las cuales han sido domesticadas y se cultivan en otras partes
del mundo (Millot 1969, Pizarro 2002). El género Paspalum contiene varias especies de
potencial agrondomico (Skerman y Riveros 1992, Pizarro 2002) y es considerado el
género mas representativo de las comunidades de campo natural de esta region (Millot et
al., 1987). Dentro del género, el grupo Dilatata congrega varias especies y biotipos de
amplia distribucion mundial y valor forrajero reconocido (Miz y de Souza-Chiez 2006,
Speranza 2009). El miembro mas representativo, y que mds reconocimiento de sus
aptitudes forrajeras ha tenido dentro del grupo Dilatata es el biotipo P. dilatatum ssp.
dilatatum “comun” (Pizarro 2002, Miz y de Souza-Chiez 2006). Esta graminea es de
ciclo de vida perenne y ciclo de crecimiento pimavero-estivo-otofial (Rosengurtt, 1979),
presenta el sindrome fotosintético C4, es de tipo reproductivo apomictico y naturaleza
citogenética alopentaploide (Bashaw y Forbes 1958a, Bashaw y Holt 1958b). El grupo
Dilatata también incluye biotipos sexuales alotetraploides y hexaploides apomicticos

(Miz y de Souza-Chiez 2006, Speranza 2009)

Las aptitudes forrajeras de P. dilatatum Poir. Poir son bien reconocidas desde

hace mucho tiempo (Rosengurtt 1943, Pizarro 2002) y son varios los motivos por los
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cuales se considera favorable su inclusion en las mezclas forrajeras de pasturas
sembradas. La complementariedad ecoldgica de los ciclos de crecimiento estival e
invernal en este tipo de regiones agroecologicas permite la inclusion de un componente
estival en las pasturas sembradas el cual juega un rol primordial en la estabilidad del
agroecosistema (Johnston 1996, Campbell et al. 1999). Este hecho es apoyado por la
gran participacion de las gramineas estivales en las pasturas naturales (Millot et al.,
1987) entre ellas las especies del género Paspalum (Rosengurtt, 1943), y por el papel
que juega la maleza graminea estival Cynodon dactylon (L.) Pers. en las pasturas
sembradas (Rios y Jiménez, 1991). Por otra parte P. dilatatum Poir presenta la
caracteristica de ser una graminea C4 con la capacidad de tolerar stress térmico por bajas
temperaturas (Campbell et al., 1999), con lo cual se adapta a las condiciones
agroecologicas de la region, a las cuales no se adaptan los materiales C4 de uso
corriente. Por ultimo, uno de los principales motivos de la corta duracion de la fase de
pastura en las rotaciones frecuentes en nuestro pais, y de la pobre produccion estivo
otofial de las pasturas sembradas, es la presencia de Cynodon dactylon (L.) Pers.
Cultivares de una graminea perenne estival podrian ser una herramienta para combatir
dicha maleza (Santifiaque 1979, Garcia 1995). La aptitud productiva y las ventajas de la
inclusion de la especie en mezclas forrajeras han sido puestas de manifiesto en diversos
trabajos experimentales tanto en la region (Symonds y Salaberry 1978, Santifiaque 1979,
Carambula 2002), como en otras partes del mundo (Burson et al. 1991, Venuto et al.
2003). Una ultima puesta a punto general acerca de sus ventajas productivas se llevo a
cabo en la actividad Taller “El Pasto Miel: Una alternativa para las pasturas de la region

pampeana” (2003), realizada en el 25° Congreso Argentino de Produccion Animal.

Si bien P. dilatatum Poir. es la primer graminea de ciclo estival que se ha utilizado como
forrajera (Skerman y Riveros, 1992) y presenta aptitudes agrondmicas claras que validan
su utilizacién, la generacion de cultivares por los programas de mejoramiento en
distintas partes del mundo ha sido discontinua y ha resultado en poca adopcion a nivel

comercial. Dentro de las principales limitantes agronémicas de la especie, que han
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condicionado su utilizacion, resaltan la ineficiente produccioén de semilla por sus bajos
volimenes de produccion por unidad de érea, y su baja calidad debido a la
susceptibilidad al hongo Claviceps paspali Stevens & Hall., lo cual condiciona aun mas
la produccion de semilla. También el dificil y lento establecimiento de Paspalum en la
implantacion de la pastura es otra de las limitantes (Asociacion Argentina de Produccioén

Animal, 2003).

En Uruguay los esfuerzos sistematicos de prospeccion, caracterizacion y generacion de
cultivares de la especie se ubican en las décadas de 60 y 70. En el afio 1976 el CIAAB
liberd cuatro cultivares de la especie (Carambula et al., 1978), de los cuales “Chirt” aun
subsiste como cultivar de uso publico. Hasta la década del 80 prosiguen los trabajos de
ajuste tecnologico (Coll, 1991) pero estos cesan por falta de demanda del cultivar. En la
actualidad no existe produccion de semilla comercial en el pais. Por otro lado, los
esfuerzos en Argentina han llevado a liberaciones mas recientes de cultivares en la
especie. Desde 1988 al presente se han liberado tres cultivares (ARGENTINA. MAGP,
2010), y Facultad de Agronomia de Universidad de Buenos Aires mantiene un programa
de mejoramiento genético en la especie (Schrauf, 2003). También en el sudeste de
Estados Unidos existe investigacion en la caracterizacion agrondémica para
prospecciones en la especie, ya que es una alternativa de uso forrajero bastante
generalizada en dicha region. Recientemente ha sido registrado el Cultivar “Sabine”
(Burson et al., 2009). De cualquier manera las prospecciones y las caracterizaciones en
la especie, ain a nivel de citotipos (Venuto et al., 2003) poco han aportado en

contrarrestar las limitantes que subsisten para la utilizacion de cultivares de esta especie.

La wvariabilidad fenotipica es producto de la variabilidad genotipica en
interaccion con la variabilidad ambiental (Tamarin, 1996). Cuando se decide encontrar
soluciones genéticas a limitantes productivas en especies vegetales de interés, al
momento de hacer prospecciones de las mismas para evaluar la mayor cantidad posible

de su diversidad genética, es necesario conocer el tipo reproductivo y la distribucion
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geografica de su variabilidad genética (Speranza, 2005a). Se han realizado en la especie
caracterizaciones fenotipicas de diversa indole. Varias caracterizaciones identifican
variabilidad fenotipica para los biotipos de distinto nivel de ploidia (Burson et al. 1991,
Nuciari y Alonso 2003, Venuto et al. 2003, Alonso y Monterrubianesi 2006, Couso et al.
2010), pero aquellas que incluyen en las caracterizaciones a accesiones dentro de los
distintos biotipos, o ain a accesiones del biotipo “comin” no toman en cuenta la
variabilidad genética que posiblemente ocurre entre y dentro de las accesiones (Cicardini
et al. 1982, Burson et al. 1991, Loreti et al. 2001, Garcia et al. 2002, Nuciari y Alonso
2003, Venuto et al. 2003, Alonso y Monterrubianesi 2006, Couso et al. 2010).

La primera prospeccion en la especie que supone diferencias genéticas
intraespecificas como base de la variabilidad fenotipica es la realizada por Millot en el
ano 1969. Posteriormente algunos trabajos profundizan las exploraciones genéticas a
nivel intrabiotipico en la especie (Miz y de Souza-Chiez, 2006) aludiendo a las fuentes
de wvariabilidad genética debidas a las posibles hibridaciones entre materiales

apomicticos y fuentes sexuales (Machado et al., 2006).

La exploracion de germoplasma de P. dilatatum Poir. a través de la utilizacion
de marcadores moleculares de elevada precision, con una estrategia de muestreo que
toma en cuenta el tipo reproductivo e hipotesis sobre la distribucion geografica de su
diversidad genética, ha derivado en una nueva interpretacion de la identificacion de
variabilidad genética dentro de la especie. Utilizando este enfoque Speranza (2005a,
2005b) encuentra que dentro del biotipo pentaploide apomictico “comin”, se encuentra
un clon dominante denominado “clon comin”, de amplia distribucion geografica, con
variaciones genéticas a nivel mutacional, y genotipos recombinantes entre dicho clon
dominante y citotipos autogamos alotetraploides. Estos ultimos son de distribucion
restringida a las regiones geograficas en que ambos son simpatricos, donde algunas
poblaciones naturales son multiclonales. Dichos materiales hibridos naturales son

alopentaploides apomicticos, genéticamente distintos entre si. En funcion del citotipo
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sexual con el cual el clon “comun” hibrido, los hibridos naturales se agrupan en distintos
grupos genéticos. Los materiales del grupo genético “A” son hibridos entre P. dilatatum
Poir. citotipo tetraploide “Virasoro” y el clon “comun”. El grupo genético “B” congrega
hibridos entre P. dilatatum Poir. ssp. flavescens y “comun”. Los materiales del grupo
genético “C” son interpretados como hibridos entre un antecesor sexual desconocido y el
clon “comuin”. Los citotipos alohexaploides naturales apomicticos “Chird” y
“Uruguayana” también surgen de hibridaciones entre el clon “comun” y, en este caso,
progenitores diploides desconocidos probablemente relacionados a Paspalum

quadrifarium Lam. (Speranza, 2005a, 2005b, ver Figura No. 1).

Paspalum dilatatum Paspalum dilatatum
“Virasoro” ssp. flavescens
4x (I117) 4x (I117)

of \¢

Paspalum dilatatum

Paspalum dilatatum i
Paspalum dilatatum ssp. dilatatum
clon pentaploide Grupo B

S5x (IJIX)

ssp. dilatatum
clon pentaploide Grupo A
S5x (IIJX)

ssp. dilatatum
clon dominante pentaploide
Grupo d

d'/ 5x (ILJJX) \d’

o o

o

Paspalum dilatatum

ssp. dilatatum
clon pentaploides Grupo C
S5x (II1JX)

Paspalum dilatatum
“Chirt”
6x (IIJJXX)

Paspalum dilatatum
“Uruguaiana”
Q 6x (IIJIXX2

(XX) Biotipo
Q Desconocido
Probablemente 4x (1177)

Grupo Quadrifaria (X2Xa2)

Figura No 1: Representacion esquematica de los origenes genéticos de los biotipos

recombinantes pentaploides y biotipos hexaploides (adaptado de Speranza, 2009).
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El estado de conocimiento sobre la variabilidad genética de la especie y su
distribucion sugiere que las prospecciones de variabilidad genética se realizen sobre una
base de andlisis de la variabilidad probable a encontrar en la region, y que se explore en
funcion de las fuentes de la misma. Al momento de caracterizar las accesiones, debido a
la naturaleza multiclonal de algunas poblaciones, es necesario individualizarlas en

clones diferentes genéticamente, y evaluarlos por separado (Speranza, 2005b, 2009).

2.5 HIPOTESIS

Existen diferencias a nivel de las caracteristicas Filocron y Tasa de Elongacion
Foliar para los materiales genéticos comprendidos en la coleccion de Paspalum

dilatatum Poir. de Facultad de Agronomia, UdelaR.

Las diferencias en Filocron y Tasa de Elongacion Foliar estan distribuidas
mayormente entre los tres niveles de ploidia que dentro de estos, al agrupar los

materiales genéticos en funcion de dicha caracteristica genética.

Las diferencias en Filocron y Tasa de Elongacion Foliar estan distribuidas
mayormente entre los distintos grupos genéticos para el nivel de ploidia pentaploide que

dentro de estos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 CARACTERISTICAS EXPERIMENTALES Y MATERIAL VEGETAL

El presente trabajo se realizo sobre la coleccion actualizada de la especie P.
dilatatum Poir. de Facultad de Agronomia, UdelaR. El experimento se encuentra
ubicado en el campo experimental de dicha institucion, en Avda. Garzon 780 (34°50°
Lat. Sur; 56°13° Long. Oeste), Montevideo, Uruguay. El periodo experimental tuvo
lugar desde el 16 de octubre de 2006 hasta el 22 de diciembre de 2006.

La coleccion a campo contiene 39 genotipos representando el mayor nivel de
variabilidad genética en la especie. La misma estd compuesta por variantes
mutacionales del “clon comuin”; clones recombinantes de los tres grupos genéticos
identificados; biotipos tetraploides sexuales; biotipos hexaploides apomicticos e
hibridos artificiales pentaploides a partir de los biotipos tetraploides sexuales y los

biotipos hexaploides apomicticos (Vaio et al., 2007) (Cuadro No. 1 y Anexo No. 1).
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Cuadro No. 1: Cantidad de materiales genéticos por tipo de material genético, su nivel

de ploidia, y el grupo genético al cual pertenecen para el caso de los pentaploides.

Tipo de material [ Nivel de Grupo .
" g ... | No de genotipos
geneético ploidia genético
Var. mutacionales 5x D 13
Recombinantes 5x A 3
Recombinantes 5x B 4
Recombinantes 5x C 6
Citotp tetrp sex 4x 2
Citotp hexapl 6x 2
Hibridos
artificiales 5x 9
Total 39

Para la instalacion de la coleccion en el experimento a campo se utilizé un
disefio experimental de bloques generalizado, con 2 repeticiones para cada genotipo por
bloque. Los genotipos son representados por accesiones, correspondientes a plantas
aisladas, ubicadas dentro de cada bloque en hileras a una distancia de 0,60 m entre
plantas y 0,90 m entre hileras. Al momento de instalar el ensayo la asignacion del lugar
fisico para cada unidad experimental dentro de cada bloque fue de forma aleatoria

(Anexo No. 2).

El ensayo se encuentra instalado sobre un suelo Brunosol Subéutrico Tipico
(Anexo No. 3) de la Serie Sayago (URUGUAY. MAP. DSF, 1976), situada sobre la
formacion geologica Libertad (Bossi y Ferrando, 2001). En el otofio previo a la
realizacion del experimento se procedid a limpiar el area donde esta instalada la

coleccion, quitando todo material vegetal que no fuera el de las accesiones del
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experimento. En ese momento también se realiz6 una fertilizacion con el equivalente a
50 Kg. ha de N-P-K. Posteriormente, en la primavera se llevaron a cabo las mismas
tareas de limpieza y fertilizacion. Previo, y durante el periodo experimental, se mantuvo
en el ensayo un balance hidrico positivo, a través de riegos periddicos ajustados a
demandas calculadas. De esta manera las accesiones se mantuvieron en condiciones no

restrictivas de disponibilidad hidrica, de nutrientes, ni en condiciones de competencia.

3.2  VARIABLES METEOROLOGICAS

Facultad de Agronomia posee una estacion meteorologica proxima a la
ubicacion del ensayo. Para el periodo experimental, se cuenta con registros diarios de
Temperatura Méaxima (TMX), Temperatura Minima (TMN), Temperatura media (TM) y

Precipitacion (Anexo No. 4).

Las variables calculadas en este trabajo fueron sobre una escala de tiempo
térmico. El tiempo térmico se cuantifica a través del calculo de Grados Dia (GD), a una
escala temporal diaria. Este es definido como el umbral térmico diario entre la
temperatura media diaria y la temperatura base de crecimiento caracteristica de la
especie. Con los registros de temperatura media diaria y una temperatura base para la
especie en cuestion de 8 °C (Lemaire y Agnusdei, 2000) se calcularon los GD y los GD
acumulados para los 68 dias del periodo experimental. Los valores de GD y GDA para
el periodo experimental se presentan en el Anexo No. 4. Las formulas de calculo para

los GD y GDA son:
GDi: (TMi - TB)
TM; = Temperatura media del i-ésimo dia entre el 16/10/2006 y el 22/12/2006.

TB = Temperatura base de la especie en cuestion.
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GD;= (°C dia™)

y=n

GDA= D (TMi—TB)

i=16/10/2006
TM; = Temperatura media del i-ésimo dia entre el 16/10/2006 y el 22/12/2006.
TB = Temperatura base de la especie en cuestion.

»= Dia comprendido entre 16/10/2006 y el 22/12/2006 hasta el cual se

acumulan los GD.
GDA; = (°C.dia™")

3.3 VARIABLES VEGETALES

3.3.1 Medidas morfométricas

Previo al inicio del periodo experimental, en cada unidad experimental se
eligieron de forma aleatoria tres macollos en estado de desarrollo vegetativo temprano
(con las primeras hojas completamente desarrolladas) y se los marco con “alambres de
colores” para distinguirlos dentro de la planta. Una vez por semana durante todo el
periodo experimental, sobre cada macollo marcado de cada accesion se registraron las

siguientes medidas morfométricas:

Longitud de ldmina de hojas elongadas: Para todas las laminas de las hojas
elongadas de cada macollo marcado en cada planta, se registré con regla milimetrada

largo de lamina desde la ligula de la hoja hasta la punta de la lamina.
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Ancho de laminas de hojas elongadas: A las ldminas de las hojas elongadas se

les registré su ancho méaximo con regla milimetrada.

Longitud de ldminas de hojas en crecimiento: Para las ldminas de las hojas en
crecimiento se registrd su largo, desde la ligula de la ultima hoja previa elongada hasta

la punta de la ldmina de la hoja en medicion.

Cantidad de hojas por macollo: Para todos los macollos marcados se registro en

cada momento de medicidn la cantidad de hojas elongadas y en crecimiento.

3.3.2 Calculo de variables morfogenéticas

Filocron: Para cada macollo de cada repeticion de cada genotipo se ajustd una
funcion lineal entre la cantidad de hojas elongadas por macollo por fecha de medicion en
funcion de los GD acumulados en el periodo experimental. Dicho procedimiento se
realiz6 seglin el modelo de filocron propuesto por Kiniry (1991), por McMaster y
Wilhelm (1997). La pendiente de la funcion lineal ajustada para cada macollo es el valor
de la tasa de aparicion de hojas. El filocron por macollo fue calculado como la inversa
de la tasa de aparicion de hojas. El filocron promedio por repeticion surge de la media

ajustada obtenida de los valores de filocron de los tres macollos de cada repeticion.

Tasa de elongacion foliar: La evolucion de largo foliar por macollo, presenta un
comportamiento sigmoideo. Para los datos de largo foliar por macollo en funcion de los
GD acumulados se ajust6 para cada macollo de cada repeticion un modelo de regresion
segmentado. De esta manera, sobre la recta de la etapa lineal de la evolucion del largo
foliar por macollo se obtuvo la pendiente. Este valor estima la tasa de elongacion foliar
por macollo. El valor de las tasas de elongacion foliar por repeticion surge de la media

ajustada de los valores de TEF de los tres macollos medidos para cada repeticion.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1 Hipotesis

Para estudiar el efecto del nivel de ploidia y del grupo genético al cual
pertenece cada genotipo sobre la distribucion de la variabilidad genética para las

variables en estudio se plantearon las siguientes hipotesis estadisticas:

o Hipdtesis I: La varianza para las variables Filocrén y TEF es

mayor entre niveles de ploidia que dentro de estos.

. Hipotesis II: Para los genotipos de nivel de ploidia pentaploide la
varianza para las variables Filocron y TEF es mayor entre grupos genéticos que

dentro de grupos.

Debido a las caracteristicas genéticas de dicha coleccidn, y a las hipotesis
planteadas en este trabajo, para el andlisis estadistico se definieron modelos estadisticos

mixtos y se utilizo un disefio estadistico anidado donde:

Para la Hipotesis I todos los materiales de nivel de ploidia pentaploide fueron
agrupados seglin su grupo genético. Se determin6 el modelo estadistico donde se definid
como factor fijo al grupo genético, y como variables aleatorias a los genotipos anidados

dentro del grupo genético.

Para la Hipotesis II todos los materiales genéticos fueron agrupados segin su
nivel de ploidia. Para esta hipotesis se defini6 el modelo estadistico donde el factor nivel
de ploidia fue definido como fijo, y genotipo se considerd como variable aleatoria,

anidada al factor nivel de ploidia.

También se analizaron las diferencias en Filocron y TEF para los 39 genotipos.
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3.4.2 Modelos estadisticos

Hipotesis I:
Yija = 1 +Bi + 05+ Yig) i) + Eicii
Yiju: Filocrén en GD*hoja™ - TEF en mm*GD™!
Términos del modelo:
u: Media poblacional.
Bi: Efecto del j-ésimo bloque.
a; : Efecto del j-ésimo nivel de ploidia.

Yi():Efecto del (-ésimo genotipo anidado al j-ésimo nivel de

ploidia.

diijl:Efecto de la -ésima planta anidada al -€simo genotipo y al

j-ésimo nivel de ploidia.
&iGjk): Error residual.

6.,

v’y “0”: Variables aleatorias.
Hipotesis II:
Yijia = 1 HBi + 0 + viq) Ty + Eiijk
Yij: Filocron en GD*hoja’1 - TEF en mm*GD’!
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Términos del modelo:

w: Media poblacional.

Bi: Efecto del -ésimo bloque.

a; : Efecto del ;-ésimo grupo genético.

Yi():Efecto del (-ésimo genotipo anidado al j-ésimo grupo

genético.

diijl:Efecto de la -ésima planta anidada al -ésimo genotipo y al

-€simo grupo genético.

&iGjk): Error residual.

(Y]

v’y “8”: Variables aleatorias.

Con los resultados agrupados de esta manera, para las dos variables estudiadas
se realizaron los andlisis anidados de varianza a través del procedimiento “General
Lineal Model”. Para los casos en que las pruebas de efecto del nivel de ploidia y grupo
genético mostraron diferencias significativas (p< 0,05) se realizaron test protegidos de
Fisher a través de pruebas de comparacion de medias Tukey-Kramer. Para todos los

analisis estadisticos realizados se utilizo el software SAS (2004).
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4 RESULTADOS

4.1 FILOCRON

4.1.1 Efecto del nivel de ploidia sobre la variabilidad genética para filocréon

Las diferencias entre los valores de filocron de los genotipos de los distintos
niveles de ploidia no fueron estadisticamente significativas (p=0,09). Tampoco lo
fueron las diferencias para los valores de los genotipos dentro de cada nivel de ploidia

(p=0,17), (Cuadro No. 2).

Cuadro No. 2: Analisis de varianza anidado para test de hipotesis para el efecto del
Nivel de ploidia sobre el filocron. Suma de cuadrados tipo III. Término de error:

genotipo(nivel de ploidia).

F. de Var. Gr. de Lib. SC CM Valor de F Pr>F
Nivel de 2 206031  1030,16 2.53 0,09
Ploidia

Genotipo 36 14679.07 407,75 1.36 0.17
(Ploidia) ’ ’ ’ ’

El analisis de los valores de F, obtenidos en el analisis de varianza, es otra
forma de comparar las magnitudes de las varianzas de los resultados de filocron para las
dos fuentes de variacion: Nivel de Ploidia y Genotipo anidado a Nivel de Ploidia. Para
cada fuente de variacion el valor de F se obtiene de los cuadrados medios de la fuente
de variacion sobre los cuadrados medios del término de error para ese factor. Para Nivel
de Ploidia F se obtiene del cuadrado medio de este término sobre el cuadrado medio de
su término de error, en este caso Genotipo anidado a nivel de ploidia. O sea que el valor
de F es una proporcion entre las varianzas de los términos estudiados. Por lo tanto el

valor de F del factor Nivel de Ploidia indica que la varianza de los valores de filocron
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de los materiales genéticos de los distintos niveles de ploidia es 2,53 veces mayor que
la varianza de los valores de filocron para los genotipos dentro de cada nivel de ploidia.
De esta manera aunque las diferencias en los valores de filocron entre los materiales de
los distintos niveles de ploidia no sean estadisticamente significativas, al igual que para
las diferencias entre el filocron de los genotipos de cada nivel de ploidia, la variabilidad
genética para los valores de filocron entre los tres niveles de ploidia es 2,53 veces
mayor que la variabilidad genética para los valores de filocrén de los genotipos de cada

nivel de ploidia.

Cuadro No. 3: Media ajustada de filocron para el factor nivel de ploidia.

N. Ploidia GFl;lfﬁf)‘;:_l)
4 82,83
5 101,17
6 101,44

Si bien los resultados de las medias ajustadas de filocron para cada nivel de
ploidia no fueron estadisticamente diferentes (p=0,09), con lo cual no se realiz6é prueba
de comparacion de medias, estas presentan un patron claro de variacion. En el cuadro
No. 3 se muestra que las medias ajustadas de la variable filocron fueron mayores a

medida que el nivel de ploidia de los materiales aumenta.

4.1.2 Efecto del grupo genético sobre la variabilidad genética para filocron

Las diferencias entre los valores de filocron de los genotipos de los distintos
grupos genéticos fueron estadisticamente significativas (p=0,005), pero no se
encontraron diferencias significativas para esta variable entre genotipos dentro de cada

grupo genético (p=0,49) (Cuadro No. 4). En lo que respecta a la interpretacion de los
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valores de F del anélisis de varianza, para la fuente de variacion grupo genético el valor
de F estimado es 4,21. La varianza de los valores de filocron de distintos grupos
genéticos es 4,21 veces mayor que la debida a los valores de filocrén de los genotipos

dentro de cada grupo.

Cuadro No. 4: Analisis de varianza anidado para test de hipotesis para el efecto del

grupo genético sobre el filocron. Suma de cuadrados tipo III. Término de error:

genotipo(grupo).
F. de Var. Gr. de Lib. SC CM Valorde F Pr>F
Grupo Genético 5 6291,31 1258,26 421 0,005
Genotipo
29 8668,78 298,92 1,00 0,499
(Grupo)

En lo que respecta a la prueba de comparacion de medias, los Gnicos grupos
genéticos que difieren estadisticamente en sus valores de filocron promedio son el
grupo recombinante “B” con el grupo recombinante “C”, y con el hibrido artificial

“fch” (Cuadro No. 5).
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Cuadro No. 5: Media ajustada de filocron para el factor grupo genético y prueba de
comparacion de medias. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (p=0,05).

G(ifféﬁl’o (GFl;l’?fcIl;;:‘l) DMS
B 92,41 A
vch 96,11 abc
d 98,52 abc
A 99,15 abc
C 108,1 Be
fch 113,35 C

4.1.3 Filocrén para los 39 genotipos

La coleccién evaluada presenta para filocréon un rango de valores amplio.
Como se puede ver en el anexo No. 5 los resultados de filocron, para los 39 materiales
genéticos, abarcan un rango de valores desde 81,88 GD/hoja hasta 127,47 GD/hoja. Si
bien los genotipos no mostraron diferencias significativas para la caracteristica, la
diferencia entre los dos limites de este rango de valores corresponde a un aumento de
un 64% en la cantidad de tiempo térmico que hay en el intervalo entre la aparicion de
una hoja y la subsiguiente, para el material de mayor filocron respecto del material de

menor filocron.

42 TASA DE ELONGACION FOLIAR

4.2.1 Efecto del nivel de ploidia sobre la variabilidad genética en TEF

Las diferencias en los valores de TEF para los genotipos entre los 3 niveles de

ploidia no fueron significativas al igual que para las diferencias entre genotipos dentro
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de cada nivel de ploidia (p=0,18) (Cuadro No. 4). De cualquier manera el valor de F
estimado para el test de hipotesis del analisis de varianza realizado es 1,60 (Cuadro No.
6). Esto muestra que, si bien entre los materiales de los distintos niveles de ploidia no
existen diferencias significativas para TEF la varianza de la variable estd mayormente
distribuida entre los distintos niveles de ploidia y no dentro de ellos, ya que la varianza
para los valores de filocrén entre los distintos niveles de ploidia es 1,70 veces mayor

que para los valores dentro de cada grupo genético.

Cuadro No. 6: Analisis de varianza anidado para test de hipotesis para el efecto nivel de

ploidia sobre TEF. Suma de cuadrados tipo III. Término de error: genotipo(ploidia).

F. de Var. Gr. de Lib. SC CM Valor de F Pr>F
Nivel de 2 4546,91 2273.46 1,60 0,22
Ploidia

Genotipo 36 51265,99 1424.06 1,35 0.18
(Ploidia) g ’ ’ ’

La prueba de comparacion de medias evidencia que no existen diferencias
significativas entre las medias ajustadas de los distintos niveles de ploidia para esta
caracteristica (p=0,22), a diferencia de los resultados obtenidos para filocron. Ademas
de no existir diferencias significativas entre los valores medios de TEF de cada nivel de
ploidia, tampoco existi6 un patron claro de variacion de los valores de TEF promedio
para cada nivel de ploidia en funcion de la variacion de la ploidia de los materiales
(Cuadro No. 7). El valor de TEF promedio para el nivel de ploidia pentaploide es menor
al del nivel de ploidia tetraploide. El valor para el nivel hexaploide es mayor que para el

grupo pentaploide, y también atin mayor al del nivel tetraploide.

Cuadro No. 7: Media ajustada de TEF para el factor nivel de ploidia
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N. Ploidia TEF

(mm*GD™)
4 24,6
5 22,10
6 26,19

4.2.2 Efecto del grupo genético sobre la variabilidad genética para TEF

Los resultados obtenidos en el estudio de la distribucion de la variabilidad
genética para TEF a nivel de grupo genético, para los materiales de nivel de ploidia
pentaploide, nos muestran que las diferencias en la variable para los genotipos entre
distintos grupos genéticos son estadisticamente significativas (p=0,001), y no lo son
para los genotipos dentro de cada grupo genético (p=0,74) (Cuadro No. 8). La varianza
de TEF entre grupos genéticos es 5,51 veces mayor a la varianza de la variable dentro
de los grupos genéticos, segun lo demuestra el valor de F. De esta manera la
variabilidad genética para esta caracteristica esta distribuida mayormente entre grupos

genéticos.
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Cuadro No. 8: Analisis de varianza anidado para test de hipdtesis para el efecto grupo

genético sobre TEF. Suma de cuadrados tipo III. Término de error: genotipo(grupo).

F. de Var. Gr. de Lib. SC CM Valor de F Pr>F
Grupo 5 4,03 0,80 5,51 0,001
Genético
Genotipo 29 4,24 0,15 0,79 0,74
(Grupo)

En lo que refiere a resultados de la prueba de comparacion de valores medios
de TEF para los distintos grupos genéticos, los grupos “A” y “C” difieren
estadisticamente de los grupos “fch”, “B” y “vch” en sus valores de TEF. El grupo

“vch” difiere con todos los demas grupos en su valor de TEF (Cuadro No. 9).

Cuadro No. 9: Media ajustada de TEF para el factor grupo genético y prueba de
comparacion de medias. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (p=0,05).

G(e;flle}:)izo (mlggn") DMS
A 24,24 a
C 25,09 a
d 26,54 ab
fch 29,11 be
B 29,64 c
vch 43,30 d
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4.2.3 Valores de TEF para los 39 genotipos

Los valores de TEF a nivel de cada genotipo individual no arrojan diferencias
significativas entre si, de la misma manera que para lo que sucede con los valores de
Filocrén. Sin embargo el rango de valores de TEF es més amplio que para el caso de
filocron. Los valores de TEF para los 39 genotipos van desde los 15,5 mm*GD™ hasta

los 29,63 mm*GD"' (ver anexo No. 6), un rango de variacion de 91 %.
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5 DISCUSION
5.1 EFECTOS DEL NIVEL DE PLOIDIA SOBRE LA MORFOGENESIS

5.1.1 Efecto del nivel de ploidia sobre el filocron

5.1.1.1 Validacién de los valores de filocron para los distintos niveles de ploidia

Dada la identidad genética de los valores de filocron para cualquier material
genético es de interés contrastar los valores obtenidos en el presente trabajo con los
encontrados en la literatura. La unica referencia de cuantificacion del filocron para alglin
material de nivel de ploidia pentaploide de P. dilatatum Poir. ssp. dilatatum es la del
trabajo de Lemaire y Agnusdei (2000). Estos autores publican para el biotipo
pentaploide “comln”, un valor de filocrén de 180 GD (Temperatura base de 8,2 °C)
obtenido en otoflo e invierno, al sur de la Pampa hiimeda, Argentina. El valor promedio
para los materiales pentaploides obtenido en nuestro trabajo es de 101,17 GD (Tb de 8,0
°C). Dentro de la coleccidon analizada existen varias accesiones naturales e hibridos
artificiales pentaploides con valores por encima de este promedio, con el valor mas
extremo de 127,47 GD para un hibrido pentaploide artificial. Pero atn asi el valor de
180 GD esta muy por encima del filocrén de cualquier material pentaploide estudiado en

el presente trabajo.

Si bien la poblacion natural estudiada por Lemaire y Agnusdei (2000) era de la
especie P. dilatatum Poir. biotipo “comun”, no se sabe con exactitud la identidad
genética de las plantas analizadas. De acuerdo con los resultados de Speranza (2009) una
poblacion natural del biotipo “comin” podria estar compuesta por clones del citotipo
pentaploide apomictico, con lo cual podriamos comparar estos valores con los obtenidos
para el promedio de los materiales del citotipo grupo “d”. El valor promedio del grupo
“d” es menor al valor obtenido por. Lemaire y Agnusdei (2000). Pero ademas cual

sugiere Speranza (2009), en estas poblaciones pueden existir hibridos pentaploides
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naturales entre el clon comun y subespecies tetraploides sexuales, si estas se encuentran
en la region donde ambos citotipos coexisten. Este hecho tambien seria aplicable para el
caso de Lemaire y Agnusdei (2000) dada la ubicacién geografica de la poblacion donde
realizaron el experimento. Ademas los posibles hibridos existentes no serian
geneticamente iguales a los de la coleccion en estudio. Cabe destacar que en nuestra
coleccion los hibridos naturales de los distintos grupos genéticos tuvieron filocrones
significativamente diferentes. Por lo tanto al intentar contrastar los resultados obtenidos
en nuestro trabajo con antecedentes de caracterizacion a través de filocron de materiales
con la mayor similitud genética posible a los nuestros estamos comparando la media
ponderada del filocron para los materiales pentaploides de la coleccion en estudio contra
un valor de filocron presentado en un antedecente, cuyo nivel de ploidia es pentaploide,
mas su identidad genética es incierta. Esta puede ser una fuente de variacién de dichos

resultados respecto de los nuestros.

Por otro lado la metodologia de obtencion del filocrén en el presente trabajo
podria ser otra fuente de wvariacién respecto a los filocrones encontrados en la
bibliografia para el biotipo pentaploide “comun”. El filocrén para macollos en etapa
reproductiva disminuye en relacion al mismo en etapa vegetativa (Gonzalez y Xavier,
2000). En el presente trabajo el filocron fue obtenido tomando en cuenta la cantidad de
hojas totales aparecidas hasta floracion, por lo tanto se obtuvo un filocron general para
todo el ciclo de vida del macollo. De esta manera el hecho de incorporar al célculo del
filocrén el periodo posterior a la induccidn floral provoca que el filocrén promedio sea
menor al valor promedio, si el mismo hubiera sido cuantificado solo para la etapa

vegetativa.

A los efectos de contrastar los valores de filocron obtenidos para los citotipos
tetraploides de la coleccion estudiada con valores de filocron para materiales tetraploides
del género, en la bibliografia no se encontraron antecedentes de cuantificacion de

filocron para los citotipos estudiados. Eggers et al. (2004) publican para clones del
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citotipo autotetraploide apomictico de Paspalum notatum Fliigge. un filocron de 156
GD. Quadros y Bandinelli (2005) obtienen para Paspalum urvillei Steud., valores de
filocron entre 197 y 207 GD (temperatura base: 8 °C). Cualquiera de las dos especies
tiene valores de filocron sensiblemente superiores al promedio obtenido para los
materiales de nivel de ploidia tetraploide de este experimento, el cual fue de 82,83 GD.
Incluso el ecotipo tetraploide “Virasoro”, el cual tuvo el mayor filocréon para los
materiales tetraploides, present6d un filocron de 86,8 GD, el cual es un 50% inferior al

reportado para P. notatum Fliigge.

En cuanto a la similitud genética de los materiales contrastados a nivel de
ploidia tetraploide, P. notatum Fliigge. es filogenéticamente muy distante de los
citotipos de la coleccion analizada (Rua et al., 2010). Esto podria dar una explicacion de
cuan distinto es el filocron para esta especie respecto del de los citotipos tetraploides
estudiados. En lo que respecta a la diferencia entre el valor de filocron de P. urvillei
Steud. y el valor promedio para los materiales tetraploides de nuestro experimento, P.
urvillei Steud. es un miembro del grupo Dilatata, filogenéticamente muy cercano a P.
dilatatum ssp dilatatum Poir. (Rua et al., 2010). P. urvillei Steud. presenta una amplia
distribucion geografica y gran variabilidad genética en comparacion a los otros
materiales tetraploides (Speranza, 2009). Existen varias especies gramineas alogamas de
amplia distribucion geografica, con variabilidad ecotipica o interpoblacional, como
Panicum virgatum L. (Gunter et al. 1996, Huang et al. 2003), Lolium sps (Balfourier et
al. 2000, Peter-Schmid et al. 2008) o Andropogon gerardii Vitman. (Gustafson et al.,
1999) donde la diversidad genética intrapoblacional es de gran significancia, pero mas
aun lo es entre poblaciones. La misma se ve reflejada en variaciones en el filocron entre
materiales de distintos origenes dentro de cada especie, considerando un mismo tipo de
respuesta a la temperatura para estos (Hazard et al. 1994, Van Esbroeck et al. 1997). El
considerar un mismo tipo de respuesta para la estimacion del filocron para distintos
materiales genéticos seria otra manera de incurrir en errores de comparacion de valores

de filocroén, lo cual ocultaria variabilidad genética para este, ya que no se toma en cuenta
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el hecho de que muchas veces variabilidad genética intraespecifica se expresa en
variaciones en sus temperaturas bases, al provenir los distintos ecotipos de diferentes
regiones ecogeograficas y estar adaptados a dichas diferencias(Unruh et al. 1996, Padilla

y Otegui 2005).

Otra fuente de variacion para los valores de filocron encontrados en la
bibliografia para materiales tetraploides respecto de los obtenidos en el trabajo es la
metodologia de cuantificacion de los GD. En el trabajo de Eggers et al. (2000) no se
utilizé una temperatura base para el calculo de los GD, ya que la misma no esta definida
experimentalmente para la especie. Los GD fueron calculados a través de la sumatoria
de las temperaturas medias diarias para el periodo de evaluacion, asumiendo que estas
eran siempre por encima de la temperatura base. Esto traeria aparejado estimaciones
sesgadas del filocron y por lo tanto comprometeria la exactitud de los valores
(Bonhomme 2000, Gramig y Stoltenberg 2007). De esta manera la temperatura base
usada es cero, por lo que el filocrén de los trabajos de Eggers et al. (2000) es
sensiblemente mayor al que se hubiera obtenido usando una temperatura base adecuada

a esas circunstancias.

5.1.1.2  Efecto del nivel de ploidia sobre el filocron

En el anélisis del efecto del Nivel de Ploidia sobre la variabilidad genética para
el Filocron no se confirm6 de manera estadistica la hipotesis planteada en el presente
trabajo de que la variabilidad genética para esta caracteristica es mayor entre los
genotipos de los distintos niveles de ploidia que para los genotipos dentro de cada nivel
de ploidia. Sin embargo el valor de F para el factor grupo genético mostro que la
variabilidad para esta caracteristica es mayor entre los genotipos de los distintos niveles
de ploidia que entre los genotipos dentro de estos. Los resultados también mostraron
que a medida que los genotipos aumentan el nivel de ploidia tetraploide a hexaploide su

filocron aumenta, aunque las diferencias no son de significancia estadistica.
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Existen trabajos experimentales que muestran lo contrario a los resultados
obtenidos en nuestro trabajo. El trabajo realizado por Couso et al. (2010) es el unico que
compara distintos materiales dentro de la especie P. dilatatum Poir. para caracteristicas
morfogenéticas. En dicho trabajo el cultivar tetraploide “Primo” presenta una menor
TAF que los materiales pentaploides “Relincho” y “Alonso”. Dado que el filocrén se
calcula como la inversa de la TAF (Wilhelm y McMaster, 1995) “Primo” presentaria un
mayor filocron que ambos materiales pentaploides. Si bien estos resultados contradicen
los obtenidos en nuestro trabajo cabe resaltar que “Primo” es un material producto de
cruzamientos artificiales. El padre donante del retrocruzamiento que generé al cultivar
“Primo” es la especie P. urvillei Steud. En las caracterizaciones que Quadros y
Bandinelli (2005) realizaron sobre determinadas poblaciones de P. urvillei Steud. se
determinaron filocrones mayores a los obtenidos para los citotipos tetraploides en el
presente trabajo por lo cual el filocron de “Primo” podria ser mayor al de los materiales
tetraploides de nuestro trabajo debido a su constitucion genética. Al igual que en el
antecedente anterior los resultados de Maceira et al. (1993) muestran menores filocrones
en los materiales de mayor nivel de ploidia. Dado el cometido del experimento de
Maceira et al. (1993), los resultados obtenidos en el mismo se vieron muy influenciados
por las situaciones de competencia intraplanta. Los materiales tetraploides fueron
superiores competitivamente a los diploides al punto que muchas de sus plantas llegaron
a morirse, lo que interfirid con el efecto del incremento en el nivel de ploidia sobre el

filocron (Brettagnolle y Thompson, 1996).

A diferencia de lo planteado en el parrafo anterior, otros antecedentes
concuerdan con nuestros resultados y los incrementos en los valores de filocron de
distintos materiales genéticos se acompasan a incrementos en el nivel de ploidia. En las
referencias de Bultynck et al. (2004) Aegilops umbellulata Zhuk. de nivel de ploidia
diploide presenta un menor filocréon que los restantes materiales diploides, tetraploides y
hexaploides de los géneros Aegilops y Triticum. En el trabajo de Bretagnolle y

Thompson (1996), las diferencias en filocron entre materiales autotetraploides y

56



diploides de Dactylis glomerata L. estan significativamente distribuidas mayormente
entre los dos niveles de ploidia y no dentro de ellos, y los filocrones de los materiales
tetraploides son mayores a los de los diploides. Entre los distintos ambientes planteados
en este experimento la magnitud de las diferencias varia pero la naturaleza de las
mismas se mantiene, siempre los materiales tetraploides tienen mayores filocrones que
los diploides. En nuestro trabajo aunque la variabilidad para la caracteristica filocron no
haya estado distribuida mayormente entre los genotipos de los distintos niveles de
ploidia, a medida que el nivel de ploidia aumentaba para los materiales estudiados

también lo hicieron sus valores de filocron.

5.1.2 Efecto del nivel de ploidia sobre la TEF

En nuestro trabajo no se confirmo la hipotesis de que la variabilidad para la
TEF es mayor entre los genotipos de los distintos niveles de ploidia que para los
genotipos dentro de cada nivel de ploidia. No siempre los incrementos en TEF promedio
por Nivel de ploidia se correspondieron a incrementos en la TEF. Si bien al aumentar el
nivel de ploidia de 4x a 6x hay un aumento de la TEF promedio al igual que para el
aumento del nivel de ploidia de 5x a 6x, el valor de TEF promedio para los materiales de
nivel de ploidia 5x es menor al de los 4x. Las pruebas de comparacion de medias no

mostraron diferencias significativas para estas variaciones.

Los antecedentes acerca de la variacion de la TEF en relacion al incremento del
nivel de ploidia en general concluyen que a aumentos del nivel de ploidia la TEF
aumenta. Para especies emparentadas de los géneros Triticum y Aegilops, de niveles de
ploidia diploide, tetraploide y hexaploide, la TEF de hojas del macollo principal es
mayor en las especies de cada vez mayores niveles de ploidia. Esta diferencia se
incrementa aun mas para niveles de insercion foliar mayores, y dicha diferencia sigue
existiendo para macollos secundarios y terciarios (Bultynck et al., 2004). Por otra parte,

en tres cultivares diploides y tres autotetraploides de dos especies de Lolium, Sugiyama
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et al. (2005) encuentran que los aumentos en el nivel de ploidia entre cultivares diploides
y tetraploides para cada especie explican los aumentos en la TEF entre dichos cultivares
en mayor medida que la especie y el cultivar. Para las dos especies de gramineas del
género Poa con niveles de ploidia conocidos (Fiorani et al., 2000) las diferencias en TEF
fueron de la misma naturaleza que para los ejemplos anteriores. Por otro lado los dos
trabajos que resultaron incongruentes a los antecedentes anteriores, planteados en este
parrafo, y concordantes con nuestros resultados son el de Maceira et al. (1993) y el de
Couso et al. (2010). En el primero la TEF fue mayor para los materiales diploides que
para los tetraploides. De cualquier manera ya hemos planteado la naturaleza de estos
resultados. En el segundo caso la TEF fue mayor en casi todos los tratamientos para el
material tetraploide respecto de los materiales pentaploides, pero también ya planteamos

la particularidad de este experimento y de sus resultados.

En el trabajo con especies del género Lolium sp (Sugiyama et al., 2005) el
aumento de la TEF es exclusivamente debido a los efectos directos del aumento en el
nivel de ploidia. En cambio cuando se comparan distintos materiales de un complejo
poliploide, como el de Triticum-Aegilops (Bultynck et al., 2004), el de Poa (Fiorani et
al., 2000), el de Paspalum en Couso et al. (2010) o en nuestro estudio, se estan
comparando materiales de distintos niveles de ploidia pero ademas materiales
alopoliploides donde muchas veces no comparten los mismos genomios, Sino que
genomios homeologos, con sus consecuentes diferencias genéticas. Entonces, en estas
comparaciones el efecto del aumento del nivel de ploidia per se se ve confundido por los
efectos genéticos debidos a la alopoliploidia y a que los citotipos son de diversos
origenes genéticos. Si bien para Fiorani et al. (2000) Bultynck et al. (2004), los
resultados aun se comportan de la misma manera que para Sugiyama et al. (2005) el
caso de Couso et al. (2010) y el nuestro es un ejemplo de lo anterior. En concordancia
con Couso et al. (2010) en nuestro caso el hecho de que los materiales tetraploides
tuvieron una mayor TEF que los pentaploides puede estar debido a efectos de la

alopoliploidia.
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5.2 EFECTOS DEL GRUPO GENETICO SOBRE LA MORFOGENESIS

5.2.1 Efectos del grupo genético sobre el filocrén

El efecto del origen genético de los genotipos sobre la variabilidad genética
para filocron arrojo diferencias significativas (0,005). Se confirmé la hipotesis en
relacion a que la variabilidad genética para esta variable esta mayormente distribuida
entre grupos genéticos que dentro de los mismos. Los antecedentes mas cercanos a estos
resultados son los obtenidos por Rodriguez (2010) en la misma coleccion analizada en el
presente trabajo. En el trabajo de Rodriguez (2010) la variabilidad encontrada para
descriptores morfologicos arroja diferencias significativas para los genotipos evaluados
cuando estos son de grupos genéticos distintos. Esta informacién junto con los
resultados obtenidos en nuestro trabajo es congruente con la estructura y la magnitud de
la variabilidad genética de la coleccidon, la cual fue descripta con marcadores

moleculares por Speranza (2009).

Tal como se mostr6 en los antecedentes revisados se han realizado muchas
caracterizaciones de variabilidad para filocrén en germoplasma de variadas especies de
gramineas. Para la diversidad genética del género Zea si bien hay algunos trabajos que
encuentran variabilidad de importancia para filocréon como los de Tollenaar et al. (1979,
1984), Padilla y Otegui (2005), en otras prospecciones las dimensiones de esta son
menores y a veces sin significancia estadistica. Son ejemplo de esto los resultados
obtenidos Warrington y Kanemasu (1983), Birch et al. (1998), Van Esbroeck et al.
(2008). De manera similar, en sorgo la variabilidad encontrada por Craufurd et al.
(1998) para Filocron no fue de significancia en caracterizaciones de pocos materiales
pero de origenes genéticos muy diferentes (Clerget et al., 2008). Sin embargo en otras
especies de gramineas como trigo, Frank y Bauer (1995), Rebetzke y Richards (1999)
demostraron que existe una amplia variabilidad para dicha caracteristica, de la misma
manera que en los resultados obtenidos por Teixeira da Silveira et al. (2010) en especies

de los géneros Brachiaria y Panicum. Independientemente de la magnitud de la
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variabilidad fenotipica encontrada, los resultados de estos trabajos de caracterizaciones
de variabilidad fenotipica muestran rangos de variabilidad para filocroén, pero esta no
esta asociada a las caracteristicas genéticas de las colecciones utilizadas, como
indicadores de la diversidad genética representada. A diferencia de nuestro trabajo estas
caracterizaciones son realizadas sobre la base de una exploracion de rangos de
variabilidad genética definidos por los tipos de materiales genéticos evaluados (hibridos
nuevos o antiguos, variedades criollas, materiales ancestrales) o por sus origenes
genéticos. Pero las magnitudes de las diferencias genéticas son inciertas, y por lo tanto la
variabilidad fenotipica cuantificada no se puede asociar a una determinada variabilidad

genética.

Existen otros trabajos cuya logica de realizacién cumple con las mismas
premisas que los trabajos de caracterizaciones realizados en la coleccion de P. dilatatum
Poir. de Facultad de Agronomia. En Lolium perenne L., Festuca pratensis L. y D.
glomerata L., donde primero se cuantifico la magnitud de la variabilidad genética
interespecifica e intraespecifica real a través de marcadores moleculares, Kolliker et al.
(1999) pudieron ver que la variabilidad para filocron, junto con otras caracteristicas, fue
capaz de describir la variabilidad genotipica entre especies, pero no entre genotipos ni
cultivares dentro de cada especie. Bajo la misma logica de trabajo de Kolliker et al.
(1999), aunque en este caso encontrando niveles de variabilidad para Filocron muy
significativos, la caracterizacion realizada en P. virgatum L. por Van Esbroeck et al.
(1997) es sobre una magnitud y distribucion de la variabilidad genética descripta de
manera previa a la caracterizacion fenotipica (Gunter et al., 1996), y corroborada
posteriormente con metodologias moleculares (Huang et al., 2003). Cabe destacar que
asi como para cebada Dofing (1999), Borras et al. (2009, 2010), y para arroz Morita et
al. (2005) logran generan, a través de cruzamientos de materiales parentales de filocrén
conocido, poblaciones que segregan ampliamente para el filocron y con resultados de

heredabilidad altos.
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5.2.2 Efectos del grupo genético sobre la TEF

El anélisis de los efectos del grupo genético al cual pertenece cada genotipo
sobre la variabilidad genética para TEF, para los materiales pentaploides de nuestro
trabajo, confirmo la hipdtesis de que la variabilidad es significativa (p=0,001) y estd
distribuida entre grupos genéticos en mayor medida que dentro de estos. Estos resultados
son nuevamente congruentes a los resultados obtenidos para la caracterizacion con
descriptores morfologicos por Rodriguez (2010). En nuestro caso y en el de Rodriguez
(2010) esta variabilidad se distribuyd acorde la estructura de la variabilidad genética

definida por Speranza (2009) para P. dilatatum Poir.

De la misma forma que para nuestros resultados, las diferencias que Munns y
James (2003) encuentran para la caracterizacion de TEF en la amplia diversidad genética
de las cinco subespecies de de Triticum turgidum L. en condiciones de stress salino o no,
son significativas, aunque en este trabajo no se caracteriza la distribucion de la
variabilidad genética. Teixeira et al. (2010) también encuentran diferencias significativas
para TEF entre cultivares de Brachiaria y Panicum, mayormente distribuidas entre
cultivares de distintas especies. También son congruentes con nuestros resultados las
diferencias significativas y la distribucion de las mismas, presentadas por Parent et al.
(2010), en la caracterizacion de TEF realizada para siete cultivares de arroz Tipo
Japonica e Indica adaptados a diferentes ambientes ecogeograficos y pertenecientes a
tipos distintos de las dos especies Oriza sativa L. y Oriza glaberrima Steudel. De la
misma manera, en la caracterizacion de la respuesta al stress hidrico de materiales de D.
glomerata L. realizada por Piano et al. (2004) la variabilidad en TEF estd distribuida

entre poblaciones, pero mas atn entre las poblaciones de los dos origenes.

En lo que respecta a variabilidad generada artificialmente por cruzamientos
también se han descripto diferencias significativas. En maiz la caracterizacion de

Reymond et al. (2003) en 100 lineas puras segregantes encontro diferencias
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significativas para TEF entre cada linea pura. También en la poblacion genotipeada de
120 lineas puras recombinantes de maiz Welcker et al. (2007) encontré diferencias
significativas en la respuesta de la TEF al stress hidrico entre las distintas lineas puras.
Cabe destacar que en estos dos ultimos trabajos en maiz, los materiales sobre los que se
estudio la variabilidad en la respuesta de la TEF al stress hidrico, estaban mapeados con

marcadores moleculares y se obtuvieron QTLs asociados a la caracteristica.

53 VALORES GENERALES DE FILOCRON Y TEF

Para especies en tempranas etapas de domesticacion, o cuyo germoplasma se
encuentra mayormente en estado salvaje o en colecciones y bancos de germoplasma, no
se ha encontrado bibliografia que haya caracterizado fenotipicamente, mediante estas
caracteristicas, una cantidad tal de variabilidad genética natural, menos aun ya descripta
molecularmente. Los trabajos que caracterizaron grandes cantidades de materiales para
determinadas especies, lo cual no quiere decir que abarquen un amplio rango de
diversidad genética, generalmente han sido aquellos que caracterizan en especies
cultivadas variabilidad genética generada por cruzamientos (Dofing 1999, Weckler et al.
2007, Borras et al. 2010), o en especies donde se ha explorado el germoplasma de la
misma y sus especies emparentadas (Munns y James 2003, Van Esbroeck et al. 2008). Si
bien la variabilidad genética natural en la coleccion en estudio, fue generada muchas
veces también por hibridaciones, estos materiales no son progenies de una misma
hibridacion, si no que son distintos eventos evolutivos de generacion de variabilidad,
separados en tiempo y espacio por fenomenos de adaptacion. Ademds ninguno de los
trabajos discutidos anteriormente tuvieron rangos de variacion para TEF y filocron tan
altos como los obtenidos en este trabajo (Anexos No. 4 y No. 5) ain para aquellos
trabajos en los que el grado de variacion era inter especifico para especies del mismo
género, o intra especifico. Esto demuestra el grado de variabilidad genética para
caracteristicas morfogenéticas en la especie y trae a colacion que la variabilidad

descripta para los grupos genéticos de P. dilatatum ssp dilatatum es comparable a
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niveles de variabilidad fenotipica encontrados entre otros grupos de subespecies, dado el
origen genético propuesto para estos grupos. Es asi que se plantea la necesidad de definir

las clasificaciones sistematicas para complejos agamicos (Kellog, 1990, 2000).

54 CONSIDERACIONES GENERALES

Como se pudo ver en varios de los trabajos comentados en la discusion, y en el
nuestro también, la magnitud de las diferencias para ambas caracteristicas responde de
manera clara a la magnitud de las diferencias genéticas entre los materiales genéticos
estudiados, hayan sido estas ultimas cuantificadas molecularmente o supuestas en base
al tipo de material genético. TEF es la caracteristica que, para los trabajos discutidos,
varia de manera mas acorde a las jerarquias filogenéticas de variacion. Las diferencias
para estas caracteristicas se acompasan a las distancias filogenéticas entre los materiales
de nuestro trabajo asi como en los trabajos discutidos (Bultynck et al. 2004, Sugiyama
2005, Van Esbroeck et al. 2008). Entre los distintos grupos genéticos a nivel pentaploide
hubo diferencias significativas para ambas caracteristicas. Estos grupos genéticos varian
entre si inicamente en el tipo de padre tetraploide. Sin embargo no existieron diferencias
significativas para Filocron y TEF entre los distintos citotipos tetraploides evaluados en
nuestro trabajo. Esto sugiere la necesidad de explorar més profundamente la variabilidad

genética a ese nivel en el grupo Dilatata.

Por otro lado, en los antecedentes sobre este tipo de caracterizaciones también
se reconocen las relaciones génicas en la generacion de la variabilidad para ambas
caracteristicas. Tanto para filocron como para TEF las explicaciones referentes a los
efectos génicos sobre la variacion de las mismas son contradictorios (Morita et al. 2005,
Welcker et al. 2007, Van Esbroeck et al. 2008). Pero es coincidente el efecto del
incremento en el tamafo gendmico y la dosis alélicas sobre el aumento de los valores en
ambas caracteristicas, asi como la existencia de diversidad alélica para las mismas

(Fiorani et al. 2000, Bultynck et al. 2004, Sugiyama 2005). En el presente trabajo, tanto
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para los materiales hibridos artificiales como los naturales, ambas caracteristicas
tendieron a tener valores para Filocron y TEF similares a los del padre de valor mas
elevado, y a veces ain mayores a estos, resultados que podrian ser debidos a la heterosis
generada en los cruzamientos (Van Esbroeck et al., 2008) tanto naturales como
artificiales. Por lo tanto los mecanismos de generacion de variabilidad genotipica y las
fuentes de variabilidad génica actuarian de la misma manera sobre Filocron y TEF.
Muchas veces en los estudios de variabilidad genética para ambas caracteristicas en
grupos poliploides, se interrelaciona variabilidad genética debida a variaciones en el
nivel de ploidia pero también a efectos genéticos, dada la naturaleza alopoliploide de los
materiales. Estos efectos no pueden ser discriminados (Fiorani et al. 2000, Bultynck et
al. 2004) lo cual sucede en la coleccion de P. dilatatum Poir., estudiada en nuestro

trabajo.

En especies cultivadas, para Filocron y TEF se han realizado prospecciones,
donde la variabilidad para las mismas es de gran amplitud Ademas los resultados de
variabilidad que se obtienen para estas caracteristicas en caracterizaciones de progenies
de cruzamientos dirigidos son también de magnitud amplia. En estas especies las
estrategias de busqueda e identificacion de variabilidad genética estdn desarrolladas,
dado que existe mucho material genotipeado y los distintos pooles de germoplasma se
encuentran bien descriptos. Igualmente, cual se puntualizé en la discusion, generalmente
la caracterizacion fenotipica de la diversidad genética se hace bajo una base genética
poco o nada descripta. En esos casos se suponen diferencias genéticas entre genotipos en
funcion del tipo de material genético: como ser cultivares hibridos o variedades criollas,
etc., en funcidon de los distintos origenes ecogeograficos, o en funcién los distintos

pooles de germoplasma de los cuales provienen.

En cuanto a las evaluaciones de la variabilidad fenotipica para estas
caracteristicas en especies no cultivadas o en proceso de domesticacion la realidad es

distinta pero las falencias son las mismas. En estas especies se estd en etapas muy
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tempranas de exploracion del germoplasma. Generalmente se identifica y caracteriza la
variabilidad genética de la especie en estado salvaje, o en programas de prospeccion y
colectas de variabilidad genética, pero abarcando rangos de diversidad genética sin
representatividad con la posiblemente existente, y mas desconocidos que en el caso de
especies cultivadas. Por lo tanto ya sea para especies cultivadas o salvajes la logica
general de trabajo en evaluaciones de variabilidad fenotipica son las mismas, se realizan
las prospecciones bajo una base supuesta de variabilidad genética debido a que no se
realizan trabajos de genotipeado con marcadores moleculares para identificar las
diferencias genéticas reales entre los materiales o dentro de las accesiones. Pero ademas
no se tiene en cuenta la magnitud y distribucion posible de la variabilidad genética. Para
esto habria que conocer y tomar en cuenta varios aspectos bioldgicos de las especies en
cuestion, como ser el tipo reproductivo de la especie y por lo tanto los mecanismos de
generacion de variabilidad genética de la misma, y los patrones de distribucion

geografica de esta (Speranza, 2005a).

El trabajo de prospeccion e identificacion de la variabilidad genética con su
posterior descripcion de la variabilidad fenotipica, para la especie P. dilatatum Poir. se
ha venido realizando a lo largo del tiempo bajo una légica cientifica distinta a la de los
trabajos, presentados anteriormente, de identificacién de la variabilidad fenotipica para
esta caracteristica,. En el caso de estudio que se propone en este trabajo, la variabilidad
genética del germoplasma de dicha especie y su distribucion ya habian sido estudiadas
con marcadores adecuados, antes de realizar las evaluaciones fenotipicas. Para esto se
tuvo en cuenta el tipo reproductivo de la especie y los mecanismos de generacion y de
distribucion de su variabilidad genética (Speranza, 2005a). Por lo tanto esto determina
que se realice una prospeccion mas eficiente de la wvariabilidad genética, y
posteriormente caracterizaciones fenotipicas sobre materiales con diferencias genéticas
conocidas (Speranza, 2005a), corroborando los niveles y distribucion de la variabilidad
genotipica con la fenotipica. La prueba fidedigna de esto son los trabajos de Rodriguez

(2010) y nuestro trabajo.
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La utilizacion de caracteristicas morfofisiologicas en la caracterizacion de la
variabilidad genética de gramineas cuando no se tiene suficiente material vegetal para
realizar directamente caracterizaciones de valor agrondémico, identifican clara y
significativamente, informacion preliminar de la variabilidad genética para flujo de
tejidos, caracteristicas fenologicas, y tipos funcionales. De esta manera este tipo de
caracterizaciones fenotipicas es una herramienta de importancia en las caracterizaciones
primarias de variabilidad genética en la busqueda de materiales forrajeros a domesticar.
También estas caracteristicas son de interés para caracterizar e identificar los patrones de
respuesta a stress tanto bidticos como abidticos, su variabilidad genética y su relacion

con distintas caracteristicas agrondmicas.

El presente trabajo sienta las bases de una metodologia sustentable al momento
de abordar la identificacion, prospeccion y caracterizacion de variabilidad genética y su
distribucion geografica, para especies vegetales apomicticas, aunque de logica

extrapolable a demés especies vegetales.
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6 CONCLUSIONES

La caracterizacion morfofisiologica realizada en el presente trabajo sobre la
coleccion de P. dilatatum Poir., a través de la cuantificacion de las variables Filocron y
Tasa de Elongacion Foliar; es congruente con la magnitud y la distribucion de la

variabilidad genética existente en la coleccion.

La variabilidad genética para Filocréon y Tasa de Elongacion Foliar estuvo
distribuida entre los tres niveles de ploidia en mayor medida que dentro de estos, pero
las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Los valores de filocrén fueron
mayores a medida que el nivel de ploidia aument6 de 4x a 6x, pero no existié el mismo

patron de variacion para TEF en relacion a aumentos en el nivel de ploidia.

Para los materiales genéticos de nivel de ploidia pentaploide, las diferencias de
Filocrén y TEF entre los materiales genéticos de los distintos grupos genéticos fueron
significativas y mayores que para los genotipos dentro de estos. Por lo tanto la
variabilidad para estas caracteristicas estuvo mayormente distribuida entre grupos

genéticos que dentro de estos.
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7 RESUMEN

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea estival perenne, C4. Presenta el tipo
reproductivo apomictico y naturaleza genética poliploide. Su centro de origen es la
region comprendida por Uruguay, centro — este de Argentina y sur de Brasil, pero
ademas presenta una amplia distribucion mundial. P. dilatatum Poir. es reconocida por
su aptitud forrajera y su funcionalidad ecologica en los sistemas de produccion con base
pastoril, pero para su cultivo no se han resuelto ciertas limitantes agrondmicas, en parte
debido a una ineficiente exploracion de su variabilidad genética. La variabilidad
existente en esta especie responde a los patrones de variabilidad y de su distribucion
geografica, caracteristicos de los complejos apomicticos poliploides. P. dilatatum Poir.
comprende citotipos alotetraploides sexuales, alopentaploides y alohexaploides
apomicticos. Utilizando marcadores moleculares, recientemente se han identificado
varios clones dentro del biotipo alopentaploide de la especie, clon “comun”, revelando
un nivel de variabilidad genética mayor al conocido. Dicha variabilidad puede ser
caracterizada utilizando las caracteristicas morfogenéticas filocron y tasa de elongacion
foliar, dada la importancia de estas en la fisiologia de gramineas forrajeras. Las
caracteristicas morfogenéticas son precisos descriptores de la evolucion del area foliar y
el flujo de tejidos en gramineas. También son utilizadas para describir el
comportamiento de la variabilidad fenotipica para caracteristicas de interés agrondmico
en relacion a factores de stress. En la Facultad de Agronomia se realizd una
caracterizacion morfogenética en un ensayo a campo de plantas aisladas de la coleccion
de P. dilatatum Poir., con 39 genotipos los cuales representan 3 niveles de ploidia y 6
grupos genéticos para el nivel de ploidia pentaploide. A través de la cuantificacion de
Filocron y la Tasa de elongacion foliar para cada genotipo y mediante un analisis
estadistico anidado, se describid la distribucion de la variabilidad fenotipica en funcion
del nivel de ploidia y el grupo genético de los genotipos estudiados. La caracterizacion
de la variabilidad en funcion del nivel de ploidia de los materiales mostr6 que los valores

de filocron fueron mayores a mayor nivel de ploidia, aunque sin diferencias
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significativas. El patron de variacion de los valores de TEF no fue el mismo y tampoco
se encontraron diferencias significativas. La caracterizacion con ambas caracteristicas,
para los genotipos de los 6 grupos genéticos de nivel de ploidia pentaploide mostré que
la variabilidad para dichas caracteristicas es significativamente mayor entre grupos que
dentro de estos. Los resultados obtenidos corroboran el patrén de distribucion de la
variabilidad genética para la especie en funcion de la variacion del nivel de ploidia de
los materiales y en relacion a las fuentes de sexualidad compatibles a la especie. Estos
resultados también validan la metodologia de prospeccion de variabilidad genética en

especies apomicticas.

Palabras Clave: Paspalum dilatatum Poir.; Variabilidad genética; Apomixis; Poliploidia;

Morfogénesis; Filocron; Tasa de elongacion foliar.
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8§ SUMMARY

Paspalum dilatatum Poir. is a C4, warm-season perennial grass. It presents the apomictic
reproductive behavior and a polyploid genetic constitution. The species has as center of
origin the region comprised by Uruguay, east-center of Argentina and South of Brazil.
Besides it presents a worldwide distribution. This species has recognizable value
because of its forage aptitude and its ecological functionality in pastoral based
production systems, however its agronomical constraints for cultivation hasn’t been
solved, in part because of an inefficient exploration of its genetic variability. The
variability comprised in the species responds to the patterns of variability, and its
distribution, proper of the polyploidy-apomictic complexes. P. dilatatum Poir. comprises
sexual aloptetraploid and apomictic alopentaploids and alohexaploid cytotypes. Using
molecular markers, recently have been identified several clones within de alopentaploid
biotype “comun” revealing higher levels of variability than any before known. This
variability can be characterized using morphogenetic traits such as phyllochron and leaf
elongation rate, because of its importance in the physiology of forage grasses. These
traits are precise descriptors of the leaf area evolution and tissue flows in grasses.
Moreover, they are used to describe the phenotypic variability behavior of agronomical
traits in relation to stress factors. A morphogenetic characterization was carried out in
the Faculty of Agronomy, UdelaR, in an isolated plants field trail where there are 39
genotypes of the collection of P. dilatatum Poir. representing the 3 ploidy levels, and 6
genetic groups for the pentaploid ploidy level. Through the quantification of the
phyllochron and leaf appearance rate for each genotype, and through a nested statistical
analysis, the distribution of the phenotypic variability in relation to the ploidy level and
genotypic group of the genotypes analyzed was described. The characterization of the
phenotypic variability in relation to the ploidy level of the genotypes showed that the
phyllochron values were higher as the ploidy level increased, though without significant
differences. The pattern of variation for the LER was neither the same, nor there were

statistical differences. The characterization with both traits for the genotypes of the 6
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genetic groups within the pentaploids evidenced that the phenotypic variability is
statistically higher among groups than within them. The results obtained confirm the
pattern of distribution of the genetic variability in P.dilatatum Poir. in relation to the
variation of the ploidy level of the materials and of the sources of sexuality compatible
with the species: It also certifies a methodology for prospecting genetic variability in

apomictic species.

Keywords: Paspalum dilatatum Poir.; Genetic Variability; Apomixis; Polyploidy;

Morphogenesis; Phyllocron; Leaf elongation rate.
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10 ANEXOS

Anexo No. 1: Informacion de los genotipos de la coleccion a campo.

NO Accesion | Clon Nombre Grupo Tipo de Material
P1283015 Dil62-8 Al A Recomb
7674 113 A2 A Recomb
7618 108 A3 A Recomb
7430 69-1 Bl B Recomb
7543 67 B2 B Recomb
7656 S9A B3 B Recomb
7440 73-7 B4 B Recomb
CoM.1 .
7503 s b5 B Hibr Art
CoM.2 .
7506 Pl b6 B Hibr Art
7563 109-1 Cl-a c Recomb
7346 33-1 Cl-b C Recomb
P1462261 Dil44-1 Cl-c C Recomb
7609 44 C3 C Recomb
P1310076 Dil19-1 C4 C Recomb
7346 33-7 C7 c Recomb
7346 33-2 a d Comun ( Var. Mut.)
7563 109-5 Cc d Comun ( Var. Mut.)
7528 63 d d Comun ( Var. Mut.)
7540 28 g d Comun ( Var. Mut.)
7673 111 h d Comun ( Var. Mut.)
7619 114 h d Comun ( Var. Mut.)
7465 58-2 1 d Comun ( Var. Mut.)
PI1 576135 Dil47 m d Comun ( Var. Mut.)
7606 42b p d Comun ( Var. Mut.)
7367 59H S d Comun ( Var. Mut.)
7525 117 W d Comun ( Var. Mut.)
7657 59C X d Comun ( Var. Mut.)
7529 49 y d Comun ( Var. Mut.)
7439 72 fl f Citp. Tetrpl. "Virasoro"
7207 \Y v v Citp. Tetrp.l "Pd ssp flav"
7197 Ch4 ch ch Citp Hexapl "Chira"
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NO Accesion Clon Nombre Grupo Tipo de Material
7195 21 u u Citp Hexapl "Uruguayana"
Ch4.1 .
PflsxCh4.1 fch Hibr Art
7597 Pfls e ¢ tbr
7197 Chd.10 Pf1sxCh4.10 fch Hibr Art
7218 Pfls
Ch4.6 Pf1xCh4.6 fch Hibr Art
7406 Pfl
Ch4.1 .
P h4.1 fch Hibr Art
7508 PBs f3sxC c ibr
Ch4.1 .
hl h Hibr A
7600 v vxC ve ibr Art
7197 Ch4.2 vxCh2 vch Hibr Art
7207 \Y
Ch4
Pfisxv.5 | (PflsxV.5)xCh4.1 | pvch Hibr Art
7591
NO Nivel
Accesion Clon Ploidia Lugar de Colecta
P1283015 | Dil62-8 5x Meseta de Artigas, Paysandu, Uruguay
7674 113 5x R 31. 30 km de Tacuarembd
7618 108 5x Camino a Canada del pueblo. 4,5 km de R26
7430 69-1 5x Puerto del Buceo, Mdeo. talud frente al puerto
7543 67 5x Brio. Sta. Ana, Colonia
7656 59A 5x 797 m de entrada a V. Serrana R8 km 145
7440 73-7 5x R12 a 600 m de R9
7503 C?};/l['l 5x Facultad de Agronomia, Millan y Sayago, 93-94
CoM.2 .
Facul A ia, Milla -94
7506 Prl 5 acultad de Agronomia, Millan y Sayago, 93-9
7563 109-1 5x R 96 y 95 banquinas
7346 33-1 5x Quebrada de los Cuervos
P1462261 | Dil44-1 5x
7609 44 5x R26 km 400 der.
P1310076 | Dill19-1 5x
7346 33-7 5X Quebrada de los Cuervos




NO Nivel
Accesion Clon Ploidia Lugar de Colecta
7346 33-2 5x Quebrada de los Cuervos
7563 109-5 5x R 96 y 95 banquinas
7528 63 5x Pta. Espinillo 3,5 km de km 20 R2
7540 28 5x R8 km 242 der. 33°35'S54°35'W
7673 111 5x Masoller
7619 114 5x Tacuarembd ciudad
7465 58-2 5X Entrada a V. Serrana R8 km 145
P1576135 Dil47 5x
7606 49b rc hacia Polanco del Yi o R6. Arroyo
5x Castro
7367 59H 5x Entrada a V. Serrana R8 km 145
7525 117 5x San Gregorio de Polanco
7657 59C 5x Entrada a V. Serrana R8 km 145
7529 49 5x R26 km 400 der.
7439 72 4x R12 a 600 m de R9
7207 \Y 4x Quarin
7197 Ch4 6x
7195 21 6x CENARGEN V12388
7597 (i’}}fél‘sl 5x Facultad de Agronomia, Millan y Sayago, 96-97
7197 Ch4.10 Facultad de Agronomia, Millan y Sayago, 98-99
7218 Pfls 5x
Chd.6 Facultad de Agronomia, Millan y Sayago, 93-94
7406 Pfl 5x ’ ’
Chd 1 Facultad de Agronomia, Millan y Sayago, 96-97
7598 Pf3s 5x ’ ’
Chd 1 Facultad de Agronomia, Millan y Sayago, 96-97
7600 \% 5x ’ ’
7197 Chd.2 Facultad de Agronomia, Millan y Sayago,98-99
7207 \Y 5x
Ch4
PflsxV.5 Facultad de Agronomia,Millan y Sayago, 96-97
7591 5x




Anexo No. 2: Croquis del ensayo.

Las coordenadas definidas por los numeros (1, 2, 3,4, 5,...etc) y letras (a, b, ¢, d, e,..., etc) a los costados de los bloques,
definen los cuadrados donde se ubica cada unidad experimental. El nombre del genotipo que esta en cada unidad
experimental se encuentra en el interior de cada cuadrado.

Estacion agrometeoroldgica

Bloque | Bloque 11
Backhaus | 1| 1095 | oA v | D628 |PixChas| 67 49 | VxCha.1 1095 | Che 44 | Die28 | 63 | Die28 | 21 69-1
o | 77 28 691 | Cha | Dib28 | 72 113 (P;é;’z\(f) 32 | 1M 737 | SA | 337 Cm‘z VxChd.1 | 59H
N 67 | 1091 | 108 111 28 | Didd1 | 113 72 |PfxCha6|PHxChas| 420 17 Cfm Didd-1 | 108
) gﬁs’; 69-1 72 332 2 59H gﬁsﬁ Pf1x Chd.6 113 67 | 1091 | 5oH 114 108 | 337 | 1095
5| 3 Cm(z 331 63 (P;é;’z\ﬁs) 42b | vxcha2 | 59C VxCha.1 | D47 | cChd g&s’; 69-1 59C | 582 (P;é;’;\_’f)
N 63 CP;LS’; 5A | Chd 21 11 | Didd-t v 72 63 1M1 | D7 | 59C 03\1/1).(2 44
S| om.(z 59C | 337 | D7 Cmﬂ 49 114 VXChd.2 gﬁs’; chm CF;]“EXO 49 | wxcnd2| 28 28
5 c:f:ixo 17 | vxchd2 | 332 44 | 1004 | D191 | 114 117 113 | DM4 | D91 | 114 g&s’; Ciij"o 109-1
o| 37 | pited cmixo 108 | 52 | 582 | 1095 2 v 331 49 67 737 | 4
" 2;143’1‘ VXChd. 1 Cmﬁ | 77 | osea | 42 soA | 332 | 582 | Dino-t gﬁsﬁ ‘P;éms) 331
d e f g h i i k d e f g h i j k

uozies Ay




Anexo No. 3: Caracteristicas de suelo sobre el cual esta instalado el ensayo.

HORZ | PROF (cm) | ESP (cm) | COLOR-H | CONCREC | PHAGUA
Ap 0-16 16 10YR2/2 5,8
Bt 16-64 48 10YR2/1,5 7,3
FeMnp2d
y CaCO3 p
BCk 64-85 21 10YR3/2 d 8
CaCO3c5
Ck 85+ 7,5YR5/3 | fryp3d 8,4
ARENA ARCILLA
HORZ PHKCL (%) LIMO (%) (%) TEXTURA
Ap 4,6 15,1 58,4 26,5 FL
Bt 5,7 7,8 42,2 50 AcL
BCk 6,8 8,9 42,2 48,9 AcL
Ck 7,1 8,3 44 4 47,3 AcL




Anexo No. 4: Informacidon agrometeorologica para el periodo experimental.

PP.Pluv.

Fecha Tmx Tmn T media GD GD Acum (mm)
15/10/06 20,6 11,4 16,0 0,0 0
16/10/06 20,6 9,4 15,0 7,0 7,0 0
17/10/06 21,9 8,8 15,4 7,4 14,4 0
18/10/06 19,4 10,0 14,7 6,7 21,1 0
19/10/06 18,2 11,1 14,7 6,7 27,7 0
20/10/06 21,9 9,3 15,6 7,6 35,3 0
21/10/06 26,3 11,2 18,8 10,8 46,1 0
22/10/06 28,2 12,0 20,1 12,1 58,2 0
23/10/06 28,9 14,4 21,7 13,7 71,8 0
24/10/06 31,9 16,7 24,3 16,3 88,1 1,0
25/10/06 23,9 18,0 21,0 13,0 101,1 5,0
26/10/06 17,6 12,5 15,1 7,1 108,1 0
27/10/06 17,5 9,8 13,7 5,7 113,8 2,1
28/10/06 21,2 11,0 16,1 8,1 121,9 35,8
29/10/06 22,2 16,1 19,2 11,2 133,0 3,2
30/10/06 18,5 14,2 16,4 8.4 141.4 0
31/10/06 19,5 15,0 17,3 9,3 150,6 0
01/11/06 21,4 13,3 17,4 9,4 160,0 0
02/11/06 23,8 10,7 17,3 9,3 169,2 0
03/11/06 18,1 15,0 16,6 8,6 177,8 0
04/11/06 19,1 7,0 13,1 5,1 182,8 0
05/11/06 21,0 11,7 16,4 8,4 191,2 48,8
06/11/06 22,1 16,5 19,3 11,3 202,5 0
07/11/06 16,5 12,1 14,3 6,3 208,8 0
08/11/06 17,5 8,5 13,0 5,0 213,8 0
09/11/06 22,7 9,1 15,9 7,9 221,7 0
10/11/06 17,9 13,1 15,5 7,5 229,2 0
11/11/06 17,9 10,4 14,2 6,2 235,3 0
12/11/06 17,9 10,4 14,2 6,2 241,5 0
13/11/06 30,1 13,0 21,6 13,6 255,0 0
14/11/06 30,9 17,2 24,1 16,1 271,1 0
15/11/06 26,4 21,3 23,9 15,9 286,9 29,4
16/11/06 22,6 16,4 19,5 11,5 298.4 0
17/11/06 17,3 13,3 15,3 7,3 305,7 0
18/11/06 19,4 10,1 14,8 6,8 312,5 0
19/11/06 23,0 9,6 16,3 8,3 320,8 0
20/11/06 24,5 11,4 18,0 10,0 330,7 0




PP.Pluv.

Fecha Tmx Tmn T media GD GD Acum (mm)
21/11/06 27,1 13,5 20,3 12,3 343.0 0
22/11/06 24.9 16,9 20,9 12,9 355,9 0
23/11/06 30,8 14,6 22,7 14,7 370,6 4,2
24/11/06 29.9 18,4 24,2 16,2 386,8 15,3
25/11/06 23,5 17,8 20,7 12,7 399.4 0
26/11/06 21,0 15,6 18,3 10,3 409,7 0
27/11/06 18,6 14,7 16,7 8,7 418.,4 0
28/11/06 22,5 11,0 16,8 8.8 427,1 0
29/11/06 25,7 9,7 17,7 9,7 436,8 0
30/11/06 28,5 15,3 21,9 13,9 450,7 0
01/12/06 29,9 16,5 23,2 15,2 465,9 1,6
02/12/06 29,1 20,1 24,6 16,6 482,5 0
03/12/06 21,8 18,4 20,1 12,1 494,6 0
04/12/06 22,0 16,9 19,5 11,5 506,1 0
05/12/06 23,0 12,5 17,8 9,8 515,8 0
06/12/06 24,0 14,8 19,4 11,4 527,2 0
07/12/06 26,1 12,3 19,2 11,2 538,4 0
08/12/06 28,9 14,8 21,9 13,9 5523 0
09/12/06 27,6 16,7 22,2 14,2 566.,4 0
10/12/06 32,7 17,1 24,9 16,9 583.,3 0
11/12/06 33,0 18,8 25,9 17,9 601,2 0
12/12/06 32,0 19,2 25,6 17,6 618,8 0
13/12/06 30,5 21,0 25,8 17,8 636,6 16,5
14/12/06 27,5 19,5 23,5 15,5 652,1 2,3
15/12/06 25,2 20,5 22,9 14,9 666.,9 0
16/12/06 33,8 18,8 26,3 18,3 685,2 59,6
17/12/06 27,6 18,1 22,9 14,9 700,1 0,1
18/12/06 21,1 17,2 19,2 11,2 711,2 0
19/12/06 29,2 19,7 24.5 16,5 727,77 8,5
20/12/06 22,7 19,5 21,1 13,1 740,8 1,0
21/12/06 27,6 13,5 20,6 12,6 753,3 0
22/12/06 30,4 17,6 24,0 16,0 769,3 0




Anexo No. 5: Resultados de Filocron por Genotipo (ordenados por valor de filocron de
menor a mayor).

Genotipo Grupo Nivel de Filocréon (GD/
Genético Ploidia hoja)
72 f 4 81,9
VxCh4.2 vch 5 83,4
73-7 B 5 84,3
Dil47 d 5 85,3
Pfl1xCoM.1 B 5 86,2
\% v 4 86,8
69-1 B 5 89,3
109-5 d 5 90,6
108 A 5 91,5
67 B 5 94,3
59H d 5 94,9
59A B 5 96,2
63 d 5 97,1
Pfl1sxCh4.1 fch 5 97,2
111 d 5 97,4
33-2 d 5 97,7
58-2 d 5 98,4
Ch4 ch 6 98,5
33-1 C 5 98.8
28 d 5 99,6
113 A 5 99,9
44 C 5 100,8
42b d 5 102,6
49 d 5 102,9
Dil19-1 C 5 103,0
117 d 5 103,6
Pf1xCoM.2 B 5 104,0
21 U 6 104,4
59C d 5 105,4
114 d 5 105,6
Dil62-8 A 5 106,1
Pf1sxCh4.10 fch 5 106,6
Pf3sxCh4.1 fch 5 108,8
VxCh4.1 vch 5 108,8
33-7 C 5 110,1
109-1 C 5 112,5




Dil44-1 C 5 123,3
PfIxCh4.6 fch 5 127,0
(Pf1sxV.5)xCh4.1 fch 5 127,5




Anexo No. 6: Resultados de TEF por Genotipo (ordenados por valor de TEF de menor a

mayor).

Genotipo Grupo Nivel de TEF (mm /
genético Ploidia GD / macollo)

Pf1xCoM.2 B 5 15,5
33-7 C 5 15,8
Pfl1xCoM.1 B 5 16,3
67 B 5 17,1
44 C 5 17,8
33-2 d 5 18,1
73-7 B 5 18,3
111 d 5 18,6
63 d 5 19,6
58-2 d 5 19,8
117 d 5 19,9
Dil47 d 5 19,9
Dil62-8 A 5 20,6
Pf1sxCh4.10 fch 5 20,9
109-5 d 5 21,1
Dil44-1 C 5 21,2
S9A B 5 21,7
59H d 5 21,9
42b d 5 22,5
Dil19-1 C 5 22,9
49 d 5 22,9
113 A 5 23,6
72 f 4 23,7
114 d 5 24,5
33-1 C 5 24,6
Pf1xCh4.6 fch 5 24,6
28 d 5 25,2
PflsxCh4.1 fch 5 25,4
\Y v 4 25,5
69-1 B 5 25,6
59C d 5 25,7
108 A 5 25,9
21 U 6 26,0
109-1 C 5 26,0
VxCh4.1 vch 5 26,1
Ch4 ch 6 26,4




Pf3sxCh4. 1 fch 5 27,1
VxCh4.2 vch 5 27,6
(Pf1sxV.5)xCh4.1 fch 5 29,6






