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RESUMEN

Las gramineas son vegetales ampliamente distribuidos en diversos
habitats en el planeta y son los mas abundantes en nuestra pradera.
Dentro de esta familia, uno de los géneros con mayor nimero de
especies (mas de 400) es Paspalum L. Su distribuciéon es
mayoritariamente sudamericana, desde el norte de Estados Unidos
hasta el sur de Argentina, se distribuye en una amplia variedad de
habitats: costas arenosas, humedales, pajonales, savanas, praderas,
incluso zonas forestadas. Una de las especies de importancia
econémica y ecoldgica es P notatum, conocida cominmente como
bahiagrass, common bahia, y también pasto horqueta por la forma de
su panoja, cuyo centro de origen fue sugerido para el sur de Brasil,
Uruguay, noreste de Argentina y Paraguay. Es una especie forrajera
estival que florece en nuestra regién a partir de noviembre hasta
marzo. Funciona bien como especie pionera en suelos degradados y
por ello es utilizada para controlar la erosién. Presenta buena
tolerancia al frio, su sistema radicular profundo le confiere buena
respuesta ante la sequia y resiste bien el pastoreo. Debido a la
presencia y abundancia de poblaciones naturales bien adaptadas en
nuestra pradera es que se viene desarrollando un programa nacional
(INIA) para la domesticacion y mejora de P notatum. Las accesiones
colectadas en todo el pais son tetraploides. En dichos estudios se
encontraron accesiones con diferencias en el contenido de ADN
cuantificado como indice de ploidia (IP). Un grupo de accesiones
(Grupo 2 en este trabajo) tienen un IP similar al esperable al
comparar con el control diploide (P notatum denominada Pensacola),
y otras (Grupo 1) con un contenido menor. Esto llevd a
cuestionamientos sobre su sistema reproductivo y sobre el origen de
las distintas poblaciones de la especie. Para conocer mas sobre el
comportamiento reproductivo y origen estas accesiones se planteé
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este trabajo donde se analiz6 el comportamiento de cromosomas y
asociaciones de multivalentes durante la meiosis en las células madre
de polen en plantas silvestres de P notatum de distintas accesiones
de ambos Grupos con técnicas de citogenética clasica. También se
analizé el tamafio y la viabilidad de los granos de polen, por medio de
la reaccidon fluorocromatica con fluorocromo FDA y observacion al
microscopio. Las observaciones del comportamiento meiético en
accesiones de P notatum permiten concluir que no ocurre meiosis
normal o regular con formacién de 20 bivalentes en ninguna de ellas.
Comparando ambos Grupos, el proceso de la meiosis es similar,
ambos presentan con mayor frecuencia en Metafase | tetravalentes
en numero de 1 a 3. Las anomalias en las segregaciones en anafase,
si bien no cuantificadas, fueron de muy baja frecuencia. La viabilidad
de polen en el genotipo del Grupo 2 estudiado fue mayor (69,2%)
mientras que el promedio de este valor en la planta del Grupo 1 fue
de 14,1%. Este trabajo no permite realizar conclusiones definitivas, y
es necesario continuar estudiando su citologia ampliando la muestra

asi como incorporando estudios moleculares.
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1. Introducdon




Las gramineas son vegetales ampliamente distribuidos en diversos
territorios o ecosistemas del planeta. Los taxdnomos han denominado
a esta familia Poaceae o Gramineae. La misma incluye plantas
herbaceas y lefiosas con cafas con nudos y entrenudos, de seccién
circular, hojas con ligula, espiguillas con dos glumas y su fruto es un
cariopse. En Uruguay las gramineas son un componente importante
de las pasturas naturales, sobre un total de 2500 especies vasculares
presentes en todo el pais. Las pasturas representan el principal
recurso natural de nuestro pais, representan aproximadamente el
85% de nuestro territorio y son la base del sistema productivo
nacional (carne, leche, cuero, lana y derivados) (Millot, 1995). Una de
sus caracteristicas es la gran cantidad de especies que las componen,
mas de 400 tipos distintos siendo las principales gramineas,
compuestas, ciperaceas y euforbidceas. Las gramineas constituyen la
familia mejor representada y entre las estivales Paspalum notatum, P,
dilatatum 'y P. plicatulum son de las especies mas abundantes, junto
con especies de los géneros Axonopus, Andropogon, Coelorhachis,
Andropogon, Bothriochloay Eragrostis (Pereira Machin, 2011).

1.1. Género Paspalum L.

Dentro de esa familia, uno de los géneros mas grandes en nimero de
especies es Paspalum L., que comprende cerca de 400 especies
(Pizzarro, 2005; Cidade et al., 2013). Integra la tribu Paniceae, dentro
de la subfamilia Panicoideae
(http://www.virtualherbarium.org/grass/gpwg/). Su distribucién es
mayoritariamente americana, desde el norte de Estados Unidos hasta
el sur de Argentina, siendo en mayor nUmero las de localizacién
sudamericana desde Bolivia hasta Argentina (Chase, 1929) Son muy
pocas, como P. scrobiculatum, las que no son de origen americano. La
misma autora indica la gran variedad de habitats que colonizaron las
distintas especies, desde costas arenosas, humedales, pajonales,

savanas, praderas, incluso zonas forestadas. Millot et al. (1987)


http://www.virtualherbarium.org/grass/gpwg/

plantean que es el género mas representativo del campo uruguayo,
siendo uno de los de mayor importancia econémica dentro de la
familia, muchas de sus especies tienen amplio uso forrajero, con gran

tolerancia al estrés ambiental.

Las especies de este género Paspalum fueron agrupadas en varios
grupos taxondmicos informales por Chase (1929), basandose en sus
similitudes morfoldgicas, entre ellos los grupos Dilatata, Paniculata,
Plicatula asi como el grupo Notata. En las siguientes décadas y hasta
hoy en base a multiples revisiones y sobre todos a abordajes
moleculares muchos investigadores han ido cambiando algunas de las
especies en relacion a la localizacion inicial de Chase, en otros casos

confirmaron su clasificacion (Scataglini et al., 2014).

En vegetales varios géneros forman los denominados complejos
agadmicos que se caracterizan por tener sistemas reproductivos
asexuales como la reproduccidn vegetativa o la apomixis. En
particular el género Paspalum es un complejo agamico y apomictico.
Aproximadamente 80% de las especies del género son poliploides,
algunas autégamas y otras aldgamas. Ademas dentro del género mas
del 50% (para Adamowski et al., 2005 esta cifra es del 94%) de los
poliploides estudiados son tetraploides y la mayoria de ellos
presentan reproduccién por apomixis (Quarin, 1992; Quarin, 2004).

1.1.1. Sistemas de reproduccion

Una particularidad del sistema reproductivo en las gramineas es que
es comun la coexistencia de reproduccion sexuada y reproduccion
vegetativa, incluso es frecuente en el grupo la apomixis. Ademas de
esta familia este Ultimo modo de reproduccién estd muy extendida en
las familias Asteraceae y Rosaceae, entre las tres se considera que
incluyen el 75% de los casos de apomixis estudiados (Bricknell and
Koltunow, 2004).



El género Paspalum en particular desarrollé varias estrategias, junto
con los niveles de ploidia. Todas las especies diploides producen
semillas sexuales y son base firme de mantenimiento de |la
variabilidad genética. Muchas especies surgieron por hibridaciones
interespecificas y otras por autopoliploidizacién (Scataglini et al.,
2014). A su vez es un género donde algunas especies también tienen
reproduccidn asexuada por estolones y rizomas, estrategia que
muchas veces es la predominante para mantenerse en un ecosistema
asi como para colonizar territorios. Es también caracteristica la
formaciéon de semillas, tanto sexuadas o asexuadas apomicticas. La
apomixis es una forma de reproduccién asexual en la que se forman
semillas a partir de la célula madre del megasporofito sin pasar por
meiosis, o a partir de una célula de la nucela que no requiere ser
fertilizada. Los productos de las semillas son por ello clones de la
planta materna. El analisis de la estructura de los sacos embrionarios
permite identificar el origen de éstos, si son apospdricos o meiéticos.
Aparte de la posicién, orientacion y niumero de embriones por saco
embrionario, hay diferencias estructurales. Los sacos embrionarios
apospéricos no presentan antipodas y los sacos embrionarios
meiodticos presentan aparato filiforme, antipodas y célula central

binucleada (Espinoza et al., 2006).

Quarin et al. (2001) indica que en Paspalum la expresion de la
apomixis es generalizada en los citotipos tetraploides pero no en los
diploides de las especies, y esto se debe a que es necesario un
genoma poliploide (coexistencia en un mismo nudcleo de mas de dos
genomas) para la expresiéon de la caracteristica apomictica. La
aposporia y la pseudogamia incluidas en la apomixis parecen
heredarse a partir de un solo factor dominante localizado en una zona
con recombinacién restringida (Martinez et al., 2001). Laspina et al.
(2008) describieron en arroz la presencia de un grupo de 5 genes que
se encuentran silenciados en plantas apomicticas, e indican que se

conoce también una regién sinténica que gobierna la aposporia en P,
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notatum vy Brachiaria brizantha (este Ultimo género pertenece
también a la tribu Paniceae). Los mismos autores indican que también
se han mapeado cuatro genes que se expresan diferencialmente en

plantas sexuales y apomicticas.

La determinacién de los sistemas reproductivos de las distintas
especies es de enorme importancia para toda investigacién basada
en el mejoramiento de especies o biotipos potencialmente Utiles para
la produccién. Su resolucién no es simple y se ha basado en analisis
diversos, desde morfolégicos, estudios del tipo de espiguillas,
citolégicos como conteos cromosomicos, estudios del
comportamiento  cromosémico en la meiosis durante la
microesporogénesis 'y con mayor dificultad durante |la
macroesporogénesis y en las Ultimas décadas han sido

fundamentales los estudios con marcadores moleculares.

1.1.2. Meiosis

La meiosis en este género, como en general en vegetales, suele ser
estudiada con mas facilidad en la microesporogénesis que en la
macroesporogénesis. Esto se debe a que en los sacos polinicos de las
anteras se encuentran cientos de microsporocitos o células madre del
polen, y ademds es simple determinar con alta probabilidad por el
aspecto exterior de la espiguilla, el momento en que dicho proceso
ocurre. Una dificultad que presenta este tipo de estudios en todo el
género Paspalum es que los cromosomas son pequefios, de unos 4
MM, y muy similares en morfologia entre si, dificiles de diferenciar en
general en metafases somaticas (Vaio et al., 2007) y por ello también

en meiosis.

En cada flor o espiguilla, cada célula madre de los granos de polen
luego de la meiosis da por resultado 4 células hijas que mientras se

mantienen asociadas entre si por una sustancia denominada calosa,
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constituyen una tétrada o esporada que es un conjunto de cuatro
micrésporas. Se denomina citocinesis a la division del citoplasma que
sucede al terminar la meiosis. Segun el momento en que se formen
las paredes y como se orienten los husos acromaticos, las cuatro
células resultantes de la meiosis (tétrada), pueden disponerse de
distinta forma: una es la denominada citocinesis sucesiva, que es la
gue presentan las especies del género Paspalum, y en el resto de
Monocotiledéneas, donde cada divisiéon es sucedida por una divisién
de citoplasma. Las micrésporas quedan dispuestas en un mismo
plano. La primera divisién meidtica da lugar a dos células hijas unidas
por capas de calosa que las envuelven, mientras que luego de la
segunda division meidtica las tétradas pueden ser tetragonales,
romboidales, lineares o en forma de T, también asociadas aun por
calosa. La otra forma es la que ocurre tipicamente en las
Dicotiledéneas y se denomina citocinesis simultanea y es cuando las
paredes se forman recién al terminar la segunda divisién meidtica,
donde las micrésporas quedan dispuestas en varios planos. Las
tétradas pueden ser tetraédricas o decusadas. En los granos de polen
resultantes se establece un eje polar, con el polo proximal hacia el

centro de la tétrada y el polo distal hacia la periferia.

En Paspalum luego de la primera division meiética se produce una
citocinesis que da lugar a dos células hijas independientes, cuyo
conjunto queda asociado por la calosa denomindndose Diada. La
segunda divisiéon meidtica también es sincrénica y cada hemidiada da
lugar a otras dos células hijas, las cuatro asociadas aun por la calosa
se denominan Tétrada. La meiosis regular o normal es reduccional, o
sea cada microesporocito de la tétrada tiene la mitad de los

cromosomas iniciales, es decir hubo segregaciéon de los mismos.

1.1.2.1. Anomalias en la meiosis



En general, en plantas y animales, la meiosis llamada normal o regu-
lar es un proceso altamente organizado que da lugar como ya se indi-
c6 a cuatro nucleos reducidos y con variabilidad genética entre ellos y
con respecto al ndcleo que los origind. Tipicamente durante la profase
| de la meiosis, etapa crucial y altamente organizada, se determina en
parte la genética que resulta en cada gameto. Involucra cohesion de
cromatidas hermanas, alineamiento de los cromosomas homdlogos,
apareamiento, sinapsis y recombinacion (Hamant et al., 2006). Otras
fases definitorias de qué composicion tendran los gametos son las
anafases, | y Il, momentos donde segregan los cromosomas homoélo-

gos y las cromatidas hermanas, respectivamente.

En la naturaleza se dan alteraciones o cambios en el proceso denomi-
nado normal de la meiosis ya sea por alteraciones debidas a rearre-
glos cromosdmicos, mutaciones genéticas, etc. Un buen resumen so-
bre este tema lo presenta Pagliarini (2000), segln la autora las ano-
malias meidticas mas frecuentes en vegetales son irregularidades en
la segregaciéon cromosdémica, pegajosidad cromosdmica, fallas en el
huso y por ello en la citocinesis. Las irregularidades en la segregacién
cromosdmica pueden generar micronlcleos por segregaciéon precoz
(por finalizacion temprana de la sinapsis, o la presencia de genes que
impidan o anulen una buena sinapsis) o segregacién tardia de cromo-
somas. La misma autora al trabajar en el género Paspalum observd
anormalidades en la formacién de husos y por tanto en la citocinesis,
las cuales dan como producto diadas y triadas, y no las tétradas espe-
radas. Esto ademds permite dar una explicacién a la ocurrencia de po-
liploidia en el género por la formacion de gametos no reducidos.

En relacién al comportamiento de los cromosomas durante la meiosis
en autotetraploides y debido a la presencia de 4 copias del genomio
basico se deben esperar en meiosis asociaciones cromosdmicas de bi,
tri y tetravalentes visibles en meta y anafase |, asi como univalentes
(Singh, 1993). Stein et al. (2004) estudia la meiosis completa de una

planta de P notatum apomictica natural y obtiene un promedio de
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49% (rango de 10 a 80%) de tetravalentes y un 5,5% de univalentes,
y un 55,6% de anormalidades en anafase |. A su vez Podio et al.
(2012), estudiando cinco accesiones apomicticas 4x de la misma es-
pecie de Paspalum y analizando fundamentalmente el comportamien-
to en la segregacion de la primera division meiética encuentra un pro-
medio de 44,4% de los nucleos con anormalidades, univalentes reza-
gados causados por separacién temprana o puentes cromosémicos,
gue indican separaciones tardias de bivalentes, y los micronucleos
son en algunos casos tan pequenos que sugieren estar formados por

fragmentos cromosomicos.

1.1.3. Numero cromosémico y contenido de ADN

El género Paspalum se desarrollé evolutivamente a partir del nimero
basico de cromosomas x=10. Segun Pagliarini et al. (1999) el género
presenta por ello nimeros cromosémicos que varian entre 2n=12 a
2n=160. Mas del 80% de sus especies son poliploides, con niveles
gue varian de 3x a 8x. La condicién tetraploide es la mas frecuente,
considerada por algunos casi del 50% y a su vez en general los
tetraploides presentan apomixis (Hojsgaard et al., 2009). Asi, en
Uruguay se conocen especies e hibridos naturales con citotipos
2x=20, 3x=30, 4x=40, 5x=50, 6x=60, 7x=70. Secundariamente
surgieron algunas especies con numero basico x=6 cromosomas,
entre otras la primera descrita fue P almum (2n=12) y luego otras
especies 4x, 8x, también se han descrito especies con niumero basico
x=9 y x=16, todos se consideran evolutivamente derivados del x=10

por rearreglos cromosémicos (Podio, 2012; Scataglini et al., 2014).

En los ultimos afos se ha incorporado la cuantificacién del contenido
de ADN como un parametro muy Uutil para relacionar genomios
distintos dentro de especies diploides del género Paspalum, asi como

investigar si existe correlaciéon entre el tamano del genoma vy
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diferentes caracteristicas bioldgicas. Al ser wuna herramienta
importante en estudios de complejos poliploides, Vaio et al. (2007)
concluyen trabajando con distintos biotipos (2x, 3x, 4x, 5x) de la
especie Paspalum quadrifarium (del grupo Quadrifaria) que el proceso
de poliploidizacion puede originar pérdida de ADN gendmico. Es decir,
las plantas tetraploides por ejemplo no necesariamente contiene el
doble de ADN gendmico que una planta diploide. Se denomina valor
“Cx" al valor C del nUmero basico de cromosomas y es util como
unidad de comparacion. La reduccién del contenido de ADN o
“genome downsizing’”’ ha sido detectado en muchas especies
poliploides (Leitch and Bennett, 2004) y parece ser una respuesta
frecuente a la poliploidizacién, asi los valores Cx de muchos
poliploides naturales son menores que el valor Cx del diploide
asociado. Los mecanismos que se han propuesto para explicar este
hecho son varios, recombinacién no homdloga, activacién de
transposones y eliminacién de secuencias especificas de ADN (Vaio et
al., 2007).

Asimismo, Galdeano et al. (2012) determinaron el contenido de ADN
en picogramos (pg) por citometria de flujo en 46 especies del género
Paspalum, analizando 75 entidades (31 con reproducciéon sexual y 44
apomicticas, 16 diploides y 59 poliploides). La comparacién del
contenido ADN promedio de las entidades sexuales (Cx=0.68 pg) o
apomicticas (Cx=0.69 pg) y las entidades pentaploides (Cx=0.57 pg)
o diploides (Cx=0.74 pg), no mostré variaciones significativas en
ninguno de los dos casos. Se analizaron también las diferencias entre
accesiones de los grupos: Dilatata, Notata y Plicatula, las cuales si
dieron diferencias significativas. Los resultados no permiten concluir
gue el tamafo del genoma en el género Paspalum esta relacionado
con el modo reproductivo o nivel de ploidia, pero si con los eventos
que llevaron a las diferencias morfolégicas de las distintas
agrupaciones actuales (Galdeano et al., 2012). El contenido de ADN



del diploide 2n=2x=20 P notatum var. saurae fue estimado en 0.57
pg/C (que corresponde a 554 Mbp) (Jarret et al., 1995).

1.2. Paspalum notatum Flugge (Grupo Notata)

Chase en 1929 creé el grupo Notata con varias especies como
Paspalum notatum, P. pumilum Ness, P. arsenei Chase. Posteriormente
otros autores incorporaron mas especies como P jonanthum Chase, P
lineare Trin., P. cromyorrhizon Trin ex Doell y otras (Gates et al., 2004).
Con los avances en los estudios citolégicos y fundamentalmente
moleculares, muchas especies de cada grupo fueron reubicadas (Rua
et al., 2010; Scataglini et al., 2014). Segun los autores el nimero de
especies que se incluyen en el grupo Notata varia entre 24 (Zuloaga
et al., 2004) y 12 (Espinosa et al., 2006), siendo para éste ultimo la de

mayor importancia econémica y ecolégica P notatum.

P notatum es conocida comiUnmente como “bahiagrass”, “common
bahia”, en nuestro pais y la region también se le denomina “pasto
horqgueta” por la forma de su panoja. El centro de origen de P
notatum fue sugerido por Parodi (1937) para el sur de Brasil, Uruguay,
noreste de Argentina y Paraguay. Se distribuye desde México a
Argentina, incluyendo las islas del Caribe (Burton, 1967; Espinoza et
al., 2006; Reyno et al., 2012).

P notatum es denominado
pasto horqueta por la forma
de su panoja. Fotografia de
panoja, del ensayo de
Facultad de Agronomia en
2012.
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En nuestro pais es la especie de ese género mas frecuente y es un
integrante que aporta a la buena productividad de nuestras praderas
naturales (Pereira Machin, 2011; Reyno et al., 2012). Desde el punto
de vista de su clasificacién morfoldégica algunos autores reconocen
tres taxones subespecificos: P notatum var. notatum, P. notatum var.
latiflorum DOll, P notatum var. saurae Parodi. Las dos ultimas se
distinguen entre si porque la var. saurae tiene hojas mas angostas y
espiguillas de menor tamano que la var. /atiflorum, mientras que la
var. notatum tiene hojas angostas pero mas cortas
(http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Paspalum

_notatum.htm). Para nuestro pais Rosengurtt et al. (1970) mencionan
dos de los taxa subespecificos mencionados que son P notatum var.
notatum (ligula mas larga que ancha, y extendida en todo el pais) y P
notatum var. latiflorum (ligula mas ancha que larga y menos

frecuente en el pais que la variedad anterior).

Paspalum notatum es una graminea tropical y subtropical, perenne,
altamente persistente debido a su habito rizomatoso y la longevidad
de los macollos (Pakiding and Hirata, 2001). En la planta los estolones
semejan rizomas, con entrenudos cortos, fuertemente arraigados y
los entrenudos se encuentran cubiertos con las vainas de las hojas
secas y viejas. Los tallos son geniculados en el nudo ubicado entre el
primer y segundo entrenudo elongado, el resto es erecto de entre 10
a 60 cm de altura. Los macollos son de base comprimida y las hojas
dispuestas de forma radiada. Las hojas son envolventes en la base
con ausencia de pelos o gldndulas o con pequefios cilios marginales;
las ldaminas usualmente planas, de forma lanceolada de 3 a 30 cm de
longitud y 3 a 12 cm de ancho. La inflorescencia es subconjugada con
un eje comun casi imperceptible, con 2 racimos, en raras ocasiones 3,
que miden de 3 a 14 cm de longitud. El raquis es glabro, flexible, de
color verde o purpureo. Las espiguillas son solitarias, dispuestas en
dos filas una a cada lado del raquis, obovadas u ovadas, brillantes y
glabras, de 2,5 a4 mmde largoy 2 a 2,8 mm de ancho. Las anteras y
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el estigma son usualmente de color pUrpura y el fruto es oval de 1,8
mm de largo y 1,2 mm de ancho (Gates et al., 2004).

Es una especie forrajera estival que florece a partir de noviembre
hasta marzo. Su gran potencial forrajero hace que funcione bien como
especie pionera en suelos degradados, también es utilizada para
controlar la erosion en taludes a los costados de la carretera o en
campos de recreacidon (Pizarro, 2005; Pozzobon and Valls, 1997).
Tolera bien el frio, su sistema radicular profundo le confiere
resistencia a la sequia. Se adapta bien a suelos livianos y arenosos
con baja fertilidad y una alta saturacién de aluminio (Pizarro, 2005).
Es dominante en campos bajo pastoreo continuo, resiste bien el
pastoreo y el pisoteo desarrollando macollos apretados contra el
suelo (Rosengurtt, 1946). Es una planta con metabolismo C4, lo que
implica mejor captacion y uso del didxido de carbono y menor pérdida
de agua. Estudios de Wilson et al. (1990) sobre produccién forrajera
de P notatum creciendo bajo plantaciones de Eucalyptus, indicaron
gue dicha combinacién puede aumentar en la graminea su
crecimiento, comparado con el que se generaria a campo abierto.
Esto se analizdé ya que aumenté la producciéon de hojas verdes, de N,
de Py de humedad.

Las raices de P notatum tienen la caracteristica, como otras del
mismo género, de desarrollar asociaciones con hongos arbusculares
micorriticos (AMF) y con la bacteria libre diazotréfica (que fija
nitrégeno), Azotobacter paspali. Estudios realizados indican que la
fijacidon por A. paspali se estima en el orden de 10-20 kg/ha/afio de N,
y puede llegar en algunos casos a 90 kg/ha/afo. (Extraido de la
pagina web:
www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/Paspalum_

notatum.htm).
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1.2.1. Niveles de ploidia, contenido de ADN vy

microesporogénesis

En la especie Paspalum notatum se conocen la mayoria de sus
accesiones tetraploides, pero también hay diploides, triploides vy
pentaploides (Daurelio et al., 2004; Pozzobon and Valls, 1997). Fue
Burton (1948) quien originalmente describié que la mayor parte de
las especies de este género en su distribuciéon natural eran
tetraploides con 40 cromosomas, apomicticas, pseudogamicas,
apospoéricas. Los citotipos tetraploides son considerados como la
forma tipica de esta especie. Dentro de los citotipos diploides, 2n=20,
se ha seleccionado productivamente la variedad saurae que se
denomina comunmente como bahiagrass “Pensacola” y que se cultiva
en Estados Unidos para forraje y cobertura en suelos de bajo
mantenimiento, por ejemplo a los costados de carreteras, en realidad
originaria del noreste argentino y llevada a Estados Unidos en los
barcos con ganado (Burton, 1967). En nuestra regién se encuentran
poblaciones naturales diploides en islas del rio Parand y sus
tributarios, al este de la provincia de Santa Fé, oeste de Entre Rios y
Corrientes en Argentina. También se colectaron diploides en
poblaciones naturales de Rio Grande do Sul pero se interpreta como
un posible transporte de semillas de “Pensacola” por los rios Uruguay
y Jacui, ya que este cultivar se ha incorporado a las praderas
artificiales del sur de Brasil (Pozzobon and Valls, 1997). Sin embargo,
también se han colectado diploides en Uruguaiana (en el limite con
Argentina) y en Capivari do Sul (zona costera de Rio Grande do Sul),
en esas zonas se ha invertido dinero para recobrar las praderas
naturales lo que hace muy dificil que este diploide se deba a un
escape de “Pensacola” (Cidade et al., 2008). Las poblaciones salvajes
de la variedad saurae estan restringidas a suelos himedos y arenosos
en las margenes de los rios o islas arenosas del rio Parana. En
Uruguay el Unico registro hasta hoy aparece en una reciente tesis de
maestria realizada en el sur de Brasil (Fachinetto, 2010) en donde se
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analizaron multiples accesiones de P. notatum colectadas en Brasil, y
otras solicitadas al banco de germoplasma USDA de Estados Unidos.
En base a este trabajo surge un Unico registro de planta diploide de
una accesién numerada 87N de Paysandu en Uruguay (registro de
USDA Pl1404863), en base a recuento cromosdmico en diacinesis de la
meiosis y segun dicho autor estaria en la que es considerada regién
de origen de Ila var. saurae. Deben realizarse buUsquedas
sistematizadas en Uruguay para confirmar la existencia y localizacion

del citotipo diploide de esta especie (P. Speranza, com. pers.).

Para denominar la férmula gendmica del citotipo diploide Paspalum
notatum var. saurae se usa la nomenclatura 2n=2x=NN (Burson,
1981), y por lo tanto cuando se identifica un autotetraploide la
formula es 2n=4x=NNNN (Quarin et al., 1984). Las formas diploides
se reproducen sexualmente y requieren de polinizacién cruzada
debido a su sistema autoincompatible de reproduccién, mientras que
los autotetraploides se reproducen por apomixis aposporica (Stein et
al., 2007). P notatum 4x es apomictico y pseudogamico, es decir,
tiene fecundacién de un nucleo masculino y dos nucleos polares
dando lugar al endosperma. Hay dos estudios (Quarin et al., 1984,
Espinoza et al., 2006) que indican que algunas plantas de P notatum
4x son apomicticas facultativas, los segundos autores analizaron el
desarrollo del saco embrionario en varias plantas, encontraron
algunas que presentan sélo sacos apomicticos o sea planta
apomicticas obligadas, y otras que también tienen sacos sexuales, a
estas se las denomina apomicticas facultativas. Se han reportado
ocasionalmente triploides (2n=3x=30) y pentaploides (2n=5x=50)
colectados en poblaciones naturales (Daurelio et al., 2004; Gould,
1966; Quarin et al., 1989; Tischler and Burson, 1995). En otro trabajo
donde se estudiaron 44 accesiones, mayoritariamente tetraploides
pero la muestra incluyo también accesiones 2x, 3x, 5x y 6x, la mayor
parte colectadas en la naturaleza, se determiné que eran apomicticos

obligatorios o facultativos (Espinoza et al., 2006). En dicho trabajo se
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encontré que la mayoria eran facultativos con gran variabilidad de
sexualidad residual con presencia de sacos embrionarios meioticos (0

y 23,3%), pocas eran solo apomicticas.

Acufia et al. (2000) confirmaron un evento de poliploidizacién
espontdnea dentro de una especie de Paspalum (P lenticulare).
Quarin (1992) y luego Daurelio (2004), opinan que el origen de los
tetraploides debid ser en dos pasos a partir de poblaciones diploides,
con generaciébn de algunos gametos no reducidos (odsferas)
fecundadas por un anterozoide haploide, se generé un individuo
triploide. Para el mismo autor los gametos no reducidos de un
triploide fecundaron gametos reducidos de un diploide. La ausencia
de tetraploides sexuales en la naturaleza no ha sido aln explicada,
posiblemente de deba a una fuerte seleccién natural contra las
plantas sexuales 4x en poblaciones naturales (Espinoza et al., 2006).

En los ultimos afos los andlisis comparativos tanto para relacionar
especies entre si como para andlisis de divergencias intraespecificas
han tenido aportes interesantes al estimar el contenido de ADN de los
tejidos somaticos, estimando asi su peso en picogramos, también
analizando contenido de ADN en polen. Hay varios trabajos realizados
en materiales del género Paspalum, Jarret et al. (1995) reporta valores
comprendidos entre 1.02 a 3.86 pg, similar a lo encontrado por Vaio
et al. (2007) para otras especies de nuestro pais. Para P notatum el
Unico trabajo sobre contenido de ADN se refiere a comparaciones de
niveles de ploidia, tomando al diploide “Pensacola” como control
(Reyno et al., 2012). Con el objetivo de analizar el nivel de ploidia (y
no el contenido de ADN), se compararon muestras de plantas
colectadas en accesiones naturales de todo el Uruguay con una
especie control que se sabe es diploide, el cultivar Pensacola 7453 de
P notatum (USDA7453, de Estados Unidos). Este trabajo se realiza
poniendo en el mismo frasco hojas cortadas de la muestra
conjuntamente con hojas cortadas de la planta diploide. El indice de

ploidia se calcula como el cociente entre la media de la muestra
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desconocida y la media del control interno utilizado. En dicho trabajo
se indica que los valores menores de indice de ploidia que fueron
detectados en algunas accesiones, podrian deberse a que eran
individuos aneuploides, lo cual fue desechado al comprobarse que
tenian 40 cromosomas y eran eutetraploides (Reyno et al., 2012). En
ese mismo articulo se presentan los nimeros cromosomicos de las
plantas utilizadas para este trabajo, los que fueron determinados por
Pablo Hernandez. Se realizaron los conteos cromosdémicos mediante
métodos tradicionales a partir de meristemo radicular, en el
Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de Agronomia,
dando todos los conteos 2n=40 cromosomas. Este analisis se realizd
luego de obtener resultados dudosos al analizar el contenido de ADN
de las plantas. En base a estos resultados donde todas las plantas
fueron tetraploides se desechd una de las primeras hipotesis
propuestas, la de la aneuploidia.

Podio et al. (2012) realizaron un analisis del comportamiento meidtico
en anafase | en accesiones apospdricas naturales e individuos
experimentales tetraploides sexuales de P notatum. Sus resultados
muestran que en estos casos un 44,4% de las meiosis de los
individuos apospéricos y un 29,7% de las meiosis individuos sexuales
presentaron anormalidades. Las mismas fueron en anafase | de
cromosomas Yy univalentes rezagados, separaciones tardias de
homélogos y puentes de cromatina entre bivalentes, mientras que en

telofase | en ambos grupos se observé la presencia de micronucleos.

Dahmer et al. (2008) analizaron el comportamiento meiético de P
notatum y demostraron que las configuraciones de apareamiento en
diacinesis son bastante variables, principalmente en accesiones 4x,
encontrandose uni, bi, tri y tetravalentes, pero con mayor frecuencia
tétradas normales. Lo mismo fue descrito para otras especies del
género por Adamowski (2005) y Reis et al. (2008). Dahmer et al.
(2008) analizaron las configuraciones cromosdmicas en diacinesis y

en metafase | meidtica y encontraron gue variaban entre distintas
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accesiones tetraploides, encontrando desde plantas con sdélo
bivalentes hasta plantas con alta frecuencia de tetravalentes.
También analizaron los mismos autores la fertilidad del polen, y
encontraron que variaba entre 82.5 a 95.9% entre accesiones
diploides, y de 72.4 a 97.9% entre accesiones tetraploides. Al ser la
forma de reproduccién de esta especie apomictica por semillas, las
irregularidades meiédticas pueden ser mantenidas y toleradas por las
plantas sin afectar su propagacién. Estos mismos autores interpretan
que a la vez, la alta fertilidad de polen observada debe asegurar un
buen desarrollo del endosperma, ya que la especie es pseudégama.
Ellos indican que desde el punto de vista del mejoramiento, estas
accesiones serian potencialmente dadoras de polen en un programa
de cruzamientos. En ese mismo trabajo de Dahmer et al. (2008), dos
de las accesiones 4x analizadas provenian de Uruguay, son: i) P
notatum (acc. 66) se encontraron 20 Il (15 células analizadas), y 16 Il
+ 2 IV (9 células) con viabilidad de polen de 88.9%; ii) P notatum
(acc. 67) con 20 1l (12 células), 18 Il + 1 IV (22 células), y 16 1l + 2 IV
(7 células), con viabilidad de polen de 89.7% (el colector responsable
es MD: Miguel Dall'Agnol, UFRGS, Porto Alegre). En el articulo de
Pagliarini et al. (2001) trabajaron con seis accesiones diploides de P,
notatum y en una sola (acc. BRA-006173) encontraron univalentes en
diacinesis, de 0 a 8 | pero en muy baja frecuencia e indican que en
general la presencia de univalentes daria lugar a migraciones tardias,

eventualmente micronucleos.

En resumen y en relacion al sistema reproductivo diremos que P
notatum citotipo tetraploide es considerado apomictico obligado por
varios autores (Bashaw et al.,, 1970; Burton, 1948; Burton, 1955;
Daurelio et al., 2004) y apomictico facultativo por investigadores que
lo han estudiado extensamente como Quarin (1992). A ésta Ultima
conclusion también se unen Reyno et al. (2012) ya que supone que el
citotipo tetraploide apomictico esta integrado por una serie de clones,

gue actian en algun grado como apomicticos facultativos. En
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condiciones experimentales la sexualidad remanente en tetraploides

apomicticos varia entre 3 y 8% (Ortiz et al., 1997).

1.2.2. Viabilidad y tamano del grano de polen

En Paspalum notatum se han realizado estudios de viabilidad y
tamano de polen, trabajando en cada caso con materiales regionales
y con diversas metodologias para el analisis de viabilidad (carmin
acético, FDA). No se encuentra ningun trabajo que realice un estudio
amplio de toda la especie, y cuando se analiza tamano, lo clasifican
en “normales” y “pequenos”, sin realizar mediciones en micras. Los

gue siguen son algunos de los trabajos realizados en la tematica.

En P notatum se ha reportado para accesiones colectadas
mayoritariamente en Brasil viabilidad del polen de 72,4 al 97,9% en
accesiones tetraploides y de 82,47 al 95,93% en accesiones diploides
(Dahmer et al., 2008). En el estudio realizado en accesiones
tetraploides, apospodricas naturales e individuos sexuales obtenidos
experimentalmente se obtuvieron los siguientes valores de viabilidad
de polen: 64,7% en las accesiones apospdricas naturales y 72,6% en
los genotipos sexuales, obtenidos experimentalmente (Podio et al.,
2012).

Forbes and Burton (1961) analizan también la viabilidad de polen (con
tincién acetocarmin) en poblaciones naturales (observan polen viable
en un rango entre 40 y 70%), dos de las accesiones provienen de
Uruguay. También analizan autotetraploides inducidos a partir de P
notatum Pensacola (con 100% granos de polen viables), e hibridos
que surgen del cruzamiento de los inducidos y una variedad 4x (con
viabilidad entre 63 y 98%). A su vez, Moraes Fernandes et al. (1973)
en los estudios de viabilidad de polen (con tincidn carmin acético)
trabajaron con 12 poblaciones tetraploides de la misma especie, con

una viabilidad entre 0 y 85,3%.
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En referencia al tamano de los granos de polen, en la biblioteca de
polen que se encuentra en la pagina web:

http://www.pollenlibrary.com, los datos que aparecen son sobre el

género Paspalum L. y se indica que los granos de polen varian en su
forma de esféricos a ovales y en su diametro entre 22 y 122 um, pero
esta informacion es muy amplia porque los datos se generalizaron a
todo el género y no esta la base de datos original, ni ninguna especie
en particular. En muy pocos trabajos aparecen datos sobre morfologia
de polen en P. notatum. Para el género Paspalum estudiando ocho
especies distintas, entre ellas P notatum, se concluye que los granos
de polen son esferoidales y con un diametro promedio entre 34 y 50
MM (Ma et al., 2001). En otro estudio de Ma et al. (2009) se analiza
como dato morfoldgico el nimero de aperturas o poros del polen y su
relaciéon con el modo de reproduccién de especies de Paspalum y
otras panicoideas. Dichos autores encuentran que en P. notatum 2x
de reproduccion sexual el polen es todo uniporado y en otras especies
de Paspalum de ploidia mayor, hay también multiporados (2 o 3
poros). Ello les lleva a postular que la presencia de polen multiporado

podria ser un indicador preliminar de apomixis.

1.3. Fundamentacion

En el proyecto marco que dio lugar a esta tesis, P notatum fue la
especie de Paspalum L que se estudid6 como forma de iniciar en
Uruguay el proceso de domesticacion de especies naturales,
potenciales candidatos para incorporar al cultivo en Uruguay (P
Speranza com. pers.). Para el desarrollo de planes de hibridacién
entre materiales seleccionados asi como de conservacién de
germoplasma nativo es necesario mayor conocimiento de la citologia,
variabilidad genética y comportamiento reproductivo de las especies
(Adamowski et al., 2005; Witt et al., 2008). En dicho proyecto, las
investigaciones de poblaciones distribuidas en todo el pais de P
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notatum concluyeron que se trataba de plantas tetraploides (y no
diploides) y en base al analisis de contenido de ADN por citometria de
flujo de genotipos silvestres se encontraron entre las accesiones dos
grupos de plantas con diferente contenido de ADN (Narancio, 2008;
Reyno et al., 2012). Un grupo presentd el contenido de ADN esperado
para una tetraploide, es decir si el doble del contenido de una
diploide como lo es el cultivar Pensacola 7453 de P notatum
(USDA7453, de Estados Unidos) que posee 20 cromosomas, y otro
grupo de plantas que presentaron un contenido menor al esperado.
Tratando de interpretar los resultados que surgieron por citometria de
flujo, el grupo de plantas con menor contenido del esperado generd la
pregunta sobre si su origen seria por hibridacion dentro del género y
en ese caso si tendria alguna consecuencia detectable
citolégicamente. Estas plantas son parte de un programa de
mejoramiento de INIA donde se analizd6 previamente el ndmero
cromosémico de los mismos (P. Hernandez, P. Speranza, com. pers.),
asi como caracteres de variabilidad a nivel molecular (Narancio, 2008;
Reyno et al., 2012).

Este trabajo de tesis consiste en responder esa pregunta gue surgid.
Se analizara si la diferencia en el contenido de ADN de la coleccién de
INIA de accesiones P notatum de todo el Uruguay se manifiesta en
diferencias en el comportamiento meidtico de cromosomas vy
tetravalentes en las células madre de granos de polen asi como el
tamano de los granos de polen, y su viabilidad. Por ello los estudios
consistirdn en el estudio de la microesporogénesis con énfasis en el
comportamiento de los cromosomas en la meiosis, y analisis de
tamano y viabilidad polen. La hipétesis es que al haber poblaciones
naturales de P notatum tetraploides con diferente contenido de ADN,
ello podria deberse a que su origen es distinto y por ello revelarian
alguna diferencia a nivel de las sinapsis en la meiosis y a nivel de la

viabilidad de polen.
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1.4. OBJETIVO GENERAL

Analizar la biologia de la especies nativa Paspalum notatum Fligge,
con el fin de aportar a las estrategias para su mejoramiento genético.

1.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar el comportamiento de cromosomas y asociaciones de
multivalentes durante la primera division meidtica de células madres
de polen en dos grupos de plantas silvestres de Paspalum notatum

con diferente contenido de ADN, usando técnicas de tincidn clasicas.

2. Analizar en cada grupo de plantas de Paspalum notatum con
diferente contenido de ADN el tamano y la viabilidad de los granos de
polen, por medio de la reaccién fluorocromética con fluorocromo FDA.
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2. Materiales y Méodos
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2.1. Materiales

Para este trabajo se usaron en total 15 plantas (genotipos) de la
especie Paspalum notatum. Son parte de una coleccion mayor que
formé parte de la tesis de Licenciatura en Bioquimica del Ing. Agr.
Rafael Narancio (2008), y fueron gentilmente proporcionadas por
dicho investigador. Todas son tetraploides, excepto una de ellas, la
Pn7453 que se usé como control diploide, ya que es 2n=2x=20. Para
nuestro trabajo se utilizaron 13 plantas silvestres y una planta del
USDA la Pn7459 (USDA7459). De estas 14 plantas tetraploides, dos
tienen un nivel de ploidia considerado por ese mismo autor como el
esperado (Grupo 2) y el resto de las 12 plantas tienen un nivel de
ploidia menor (Grupo 1) (Tabla 1).

Tabla 1. Plantas de P notatum utilizadas. Cddigo original de planta (n? de
individuo), nUmero de la accesién de origen, lugar del pais donde se colectd,
Departamento, coordenadas de GPS, Grupo al que pertenece, todos datos
extraidos de la tesis del Ing. R. Narancio. Cédigo de maceta, es el usado en
este trabajo para cada planta.

Cédigo
N2 de de
individuo Accesidon Sitio de la colecta Depto. Lat-S Lon-W maceta Grupo
URPNO015-2 15 Ruta 5, km 449 Rivera 31°32 55°39°  Pn6l 1
URPN019-1 19 Ruta 26, km 362,9 Caraguata Tacuarembd 32°16" 54°53  Pn74 1
URPN023-2 23 Ruta 44, km 39,9 Cerro Largo 32°11° 54°29°  Pn98 1
URPN024-1 24 Ruta 44, km 64,9 Cerro Largo 32°01' 54°44°  Pnl00 1
URPN024-2 24 Ruta 44, km 64,10 Cerro Largo 32°01' 54°44°  Pnl01 1
URPNO027-1 27 Camino al Abrojal, 1km de R27 Rivera 31°37 54°54  Pnl06 1
URPNO027-2 27 Camino al Abrojal, 1km de R27 Rivera 31°37 54°54  Pnl08 1
URPN053-1 53 Ruta 14, km 166 Flores 33°23 56°32 Pn220 1
URPN062-1 62 Ruta 14, km 293,3 Lavaleja 33°34 54°41 Pn259 1
URPNO062-5 62 Ruta 14, km 293,3 Lavaleja 33°34 54°41' Pn263 1
URPN067-2 67 Ruta 9, km 203,5 Rocha 34°30° 54°20° Pn273 1
USDA7439 7439 - USDA Pn7439 1
URPNO032-3 32 Ruta 5, km 373,5 Bonila Tacuarembd 31°50° 55°59°  Pn120 2
URPN086-1 86 Ruta 14, km 92,5 Flores 33°19 57°09' Pn354 2
Control Pensacola diploide USDA Pn7453

Desde INIA, que es la institucion que aportdé el material, se enviaron
19 genotipos, pero cuatro de ellos se debieron retirar de este trabajo,
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los que tenian cédigo de maceta Pn30, Pn89, Pn105 y Pn184, por no
lograr en dos afios consecutivos encontrar células que transitaran en
Metafase I. Se descartaron y no se incorporaron en la Tabla 1. Las 13
plantas silvestres de Uruguay fueron colectadas en diferentes
regiones que se presentan en el mapa de la Fig. 1. Esta tesis formé
parte de un proyecto FPTA177 (2009- 2012, responsable: Ing. Agr. Ph
D Pablo Speranza).

f

Pn259

)

L Pn263

Figura 1. Mapa del Uruguay donde se indican con sus cédigos el origen de
cada genotipo de P notatum colectados por el INIA. En color magenta los
dos del Grupo 2 y en azul los del Grupo 1

Las plantas se mantuvieron desde comienzos del 2010 en macetas
adecuadamente rotuladas y numeradas en el invernaculo de Facultad
de Agronomia. En setiembre del 2010 se replicaron las plantas y se
realizé un jardin de introduccién pasando réplicas de cada accesién a
campo, en un predio contiguo al invernaculo. Las plantas se
adaptaron y desarrollaron en el campo y panojaron en los veranos de
2010-2011 y 2011-2012, momentos en que se cosecharon para este
trabajo. El cuidado y mantenimiento de todo el material vivo estuvo a
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cargo de los técnicos Srs. Julio Sburlatti y Matias Antuoni. (Fig. 2)

Figura 2. a. Plantas en invernaculo b-e. nsayo a campo de las distintas
accesiones de P notatum utilizadas. f-g. Espiguillas de P notatum, diseccién
bajo lupa, extracciéon de anteras. h. Lupa estereoscépica. i. Microscopio 6p-
tico con equipo de fluorescencia.

Para esta tesis se utilizaron dos microscopios épticos y una lupa. El
microscopio con equipo de epiflourescencia es un Olympus new Vanox
AH-3 que tiene una cdmara digital de fotografia DP71, y las fotografi-
as se procesaron en el programa de computaciéon DP Image. A su vez
con otro programa, Image J, se realizaron las mediciones de los gra-
nos de polen. El otro microscopio dptico es un Olympus CH41 que po-
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see sistema de contraste de fases y tiene con una maquina digital de
fotos Infinityl con programa de obtencién de imdagenes Infinity. La
lupa estereoscdépica es Olympus modelo SZ a la que se le instala la

misma camara fotografica Infinityl. (Fig. 2. d- e).
2.2. Métodos
2.2.1. Analisis de la meiosis en células madre de polen (CMP)

Para analizar el comportamiento de los cromosomas y de los
bivalentes durante la meiosis se usaron dos metodologias diferentes.
En ambos casos se colectaron previamente inflorescencias muy
jovenes (panojas) cuando aun se encontraban envueltas en la hoja
bandera. Luego se retiraron las hojas y se fijé6 cada panoja
depositandola en un tubo de ensayo que contiene solucion Carnoy
(3:1, alcohol absoluto: acido acético glacial), por dltimo se introdujo
en cada tubo una etiqueta escrita con lapiz indicando nimero de
maceta, fecha de colecta de la panoja e iniciales del responsable de

dicha colecta y se dejo en heladera hasta su utilizacién.

Se inicié el trabajo y puesta a punto con la que llamaremos
Metodologia I, y luego se realizé un estudio comparativo aplicando en
algunas plantas la Metodologia Il. Se comenzd por el reconocimiento
de todas las fases de la meiosis, tanto meiosis | como meiosis Il, de
forma de identificar claramente las metafases | (por ejemplo no
confundirlas con las metafases Il), y especificamente analizar un
minimo de 50 metafases | por genotipo, tomando como datos en cada
nudcleo el niumero de univalentes, bivalentes, trivalentes, tetravalente

u otra asociacion mayor.

Se realizé el analisis estadistico correspondiente con el Programa

Excel de Office, obteniéndose un histograma con las medias.
2.2.1.1. Metodologia |

Para la realizacion de preparados se siguid el protocolo de Speranza
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et al. (2003) con pequefas modificaciones. Se retird la panoja de la
solucién Carnoy y se la colocé sobre la tapa de una caja de Petri.
Observando con una lupa binocular se saca una espiguilla. Se abrié la
espiguilla y se extrajeron las tres anteras, las que se colocaron sobre
un portaobjetos limpio con 2 uL (una pequeia gota) de acido acético
45%. Por medio de dos agujas histoldgicas se disgregaron bien las
anteras de forma de liberar las células. Luego de unos minutos en que
se evapord el acido acético, se agregaron 4 pL de Orceina lacto-
propiénica al 2% (2 gr de Orceina Sigma en una mezcla de 50 mL de
acido lactico y 50 mL de acido propidnico). Se homogeneizd bien
realizando circulos con una aguja histoldgica, y asi se va tifendo. Se
le colocd a la preparaciéon un cubreobjetos (22x22 mm) y se dejo tedir
unos minutos. Luego de controlar si estaba tefida mirando al
microscopio (objetivo x20), se procedié al aplastado que consiste en
colocar papel de filtro encima del cubreobjetos. Se aplastd
firmemente haciendo presion con el dedo pulgar sobre una superficie
bien lisa. Se controld mirando al microscopio (objetivo 40x), y sélo si
era necesario se repitid6 con cuidado el aplastado hasta que la
cromatina esté en un solo plano. Cuando se logré el aplastado
deseado se fijo el portaobjeto al preparado con esmalte y luego que
se secO se observd al microscopio con objetivo 60x o 100x de

inmersion.
2.2.1.2. Metodologia Il

Se utilizaron las inflorescencias jovenes (panojas) fijadas en solucion
Carnoy unas 24-48 horas, se pasaron las espiguillas seleccionadas a
etanol 70% y se guardaron en heladera a 4°C hasta su uso. En ese
momento se sacaron las espiguillas del alcohol y se colocaron en la
tapa de una caja de Petri con agua destilada. Bajo lupa se retiré una
sola de las 3 anteras de la flor seleccionada y se colocé en un
portaobjetos con una gota de carmin acético al 1% (se disuelve 1 gr
de carmin en 100 mL de acido acético al 45%, la disolucién se calenté
hasta ebullicién por una hora, refrigerando los vapores para evitar

27



variaciones en la concentracion). Se secciond la antera con aguja de
diseccién para liberar las células de su interior y se le colocé un
cubreobjeto. Se ubicd el preparado sobre papel toalla y se golped
suavemente con la parte de atras de un lapiz para dispersar las
células. Se retiré el exceso de carmin acético y se observé bajo
microscopio (objetivo 40x) para determinar las fases en la que se
encontraban las células madre del polen. Cuando se encontraron
células en metafase | meidtica, se procedié a realizar los preparados a
analizar siguiendo la técnica descrita por Zhong and de Jong (1996),
con las modificaciones introducidas en Szinay et al. (2008). Usando
pinza y aguja se retiraron de cada flor las dos anteras restantes y se
las colocd en una tapa de caja de cubreobjetos, lavandolas tres veces
con agua destilada, luego se retir6 el agua con pipeta plastica. Se
pasaron a un tubo eppendorf con agua destilada y se guardaron en la
heladera de 30 min a overnight (durante una noche). Luego se
enjuagaron en 10mM Buffer citrato fosfato (40 mM de &cido citrico y
60 mM de citrato de sodio, se ajusta a ph 4.5), retirando el mismo
succionando con pipeta plastica. Usando una tapa (cubo) de caja de
cubreobjetos se colocaron las anteras y se le adicion6 de 200 a 400
ML de buffer con mezcla de enzimas (2% celulasa, 20% pectinasa).
Esta mezcla es una combinacion de 2% (w/v) de celulasa (Calbio-
chem, San Diego, Calif.), 1% (w/v) celulasa Onozuka RS (Yakult
Pharmaceutical, Japan) y 4% (v/v) pectinase (Sigma, St. Louis, Mo.).
Se cubrié el cubo con parafilm para evitar la evaporacion y se colocé
en estufa a 37° C por 2 -3 horas (el tiempo depende del estado de las
anteras). Mientras ocurria la digestion se limpiaron los portaobjetos
pretratados (se colocaron los portaobjetos en alcohol al 96% por 24
horas) usando pafos de algodén para secar el alcohol, cuidando de
no dejar fibras.

Cuando las anteras estuvieron digeridas (observar color,
transparencia y consistencia), se retir6 la mezcla de enzimas con
micropipeta, se agregd agua destilada y se colocé el cubo en un

recipiente con hielo para detener la digestién. Se retirdé la antera con
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aguja y se colocd en un tubo eppendorf con acido acético al 60%. Con
una micropipeta, se pipeted reiteradas veces hasta observar que la
antera se disolvié completamente, obteniéndose asi una suspensién
de células. Se adicionaron 9 uyL de esta suspension de células madre
de polen sobre un portaobjetos himedo (que se obtiene colocdandolo
boca abajo sobre un recipiente de vidrio con agua sobre la placa
caliente). Se agregaron 2 o 3 gotas de acido acético al 60% y se lo
colocd sobre la placa caliente (a 522 C). Mientras el preparado estaba
sobre la placa, con una aguja se deslizd la gota de acido acético con
suspension celular a lo largo del portaobjetos, manteniendo el liquido
en movimiento y tratando que la aguja nunca toque el vidrio. Luego
de 1 min se retird el preparado de la placa caliente y se le colocé
varias gotas de solucién 3:1. Se incliné el preparado sobre un vaso de
bohemia y se lavé con un chorro de la misma solucién. Luego de
secarlo un minuto en la placa caliente, e igual que en el método

anterior, se tind con Orceina al 2%, se aplastd y se sellé con esmalte.

2.2.2. Analisis del tamano y de la viabilidad de los granos de
polen

Se aplicaron dos metodologias diferentes y se compararon, una es la
tincién con carmin acético y la otra la tincion fluorocrémica con
Diacetato de fluoresceina (FDA). Los conteos se realizaron con la que
dio mejores resultados y fotografias mas nitidas. Para este analisis se
selecciond una sola planta de cada genotipo, la Pn7439 de IP menor y
la Pn354 de IP esperado, ya que ambas presentaron el ano en que se
realizé este estudio un alto nUmero de panojas que aseguraban una

muestra amplia.

Se contabilizaron un minimo de 500 granos de polen por genotipo,
tomando fotografias de campos seleccionados al azar, y luego se
analizaron con el programa Image J. El criterio para distinguir viables

de no viables fue que los primeros son aquellos que, con la técnica de
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FDA, presentaban forma redondeada (redondos y elipticos), contenido
interno  homogéneamente tenido y fluorescieron. Se descartaron
dentro de este grupo los que se veian rotos o de contornos
extremadamente irregulares. Se realizé el analisis estadistico
correspondiente con el Programa Excel de Office, obteniéndose un
histograma con las medias o promedios de cada genotipo, y media

general.

2.2.2.1. Tincion clasica con carmin acético

Se colectaron panojas maduras, de reciente antesis. Bajo lupa se
retiraron las tres anteras de la flor seleccionada. Se colocaron en un
portaobjetos y con aguja histoldégica se liberé el polen, se lo cubrié
con unas gotas de carmin acético (se disolvié el carmin en acido
acético al 45%, la disolucién se calenté hasta ebullicién por una hora,
refrigerando los vapores para evitar variaciones en la concentracién),
se calenté a la llama de un mechero Bunsen, hasta que se evaporé
totalmente el colorante. Se agregaron mas gotas de carmin, se cubrio
el preparado con un cubreobjetos. Se calentd nuevamente el
preparado hasta que el carmin acético inicidé ebullicién. Se envolvid el
preparado en papel toalla y se lo presiond con los dedos indice y
pulgar y se observé al microscopio éptico con objetivo primero 20x y

luego 40x.

2.2.2.2. Técnica de reaccion fluorocromatica (FCR)

Se colecté polen fresco de flores en reciente antesis (panojas madu-
ras), es decir, se utilizé polen colectado en el mismo dia. En este caso
se siguid la técnica descrita por Knox & Heslop-Harrison (1970) en la

cual se utiliza un fluorocromo, el diacetato de fluoresceina (FDA),
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como colorante. Se debe ajustar la concentracién adecuada de solu-
cién de sacarosa para la especie estudiada, ya que a esta solucién se
le adicionara, gota a gota, una solucién de diacetato de fluoresceina
en acetona (2 mg/ml), hasta que la mezcla se torne persistentemente
turbia. La base de esta técnica radica en que determina tanto que
esté sana o integra la membrana plasmatica, asi como la correcta ac-
tividad enzimatica de la célula vegetativa (Dafni and Firmage, 2000).
El FDA penetra a la célula vegetativa como un éster de acido graso y
es hidrolizado en su interior. En ese momento libera la fluoresceina
que se acumula en el citoplasma, al liberarse fluoresce intensamente.
Se consideran viables los granos de polen que brillan intensamente al

ser observados al microscopio de fluorescencia.

Bajo lupa binocular se colocaron las anteras en un portaobjeto (pre-
viamente lavados) y se las disgregd bien con una aguja histoldgica, se
retiraron los restos. Al polen se incorpordé una gota de la solucién de
FDA y se incubd en cadmara humeda por 10 minutos. Luego de poner
un cubreobjetos, se observd con el microscopio de epifluorescencia,
utilizando un filtro para el rango de excitacién del azul (B). Se selec-
cionaron al azar como minimo de cada flor 10 campos que tuvieran al
menos 10 granos de polen y se tomaron fotomicrografias de cada
campo con un objetivo 10x. Este trabajo de toma fotografica se reali-
z6 inmediatamente de realizado el preparado. A partir de las fotos y
en la pantalla de la computadora, se realizaron los recuentos y se cal-
cularon los porcentajes de viabilidad para cada genotipo. Se observa-
ron fluorescentes los granos de polen que eran viables y no fluores-
cieron los que eran no viables. A partir de estas mismas fotos y con el
programa Image ] se realizaron mediciones del diametro de cada gra-
no de polen. Luego se realizaron las estimaciones en micras ya que se
contd con una escala en micras al mismo aumento con el que fueron

tomadas las fotografias (10x).
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3. Resultados
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3.1. Consideraciones generales y metodoldgicas

Al comenzar el trabajo se debié primero realizar la identificacién de
las caracteristicas que presentan las espiguillas de P notatum cuyos
microesporocitos transitan por divisiones meidticas, necesario segun
los objetivos de este trabajo. Para ello y luego de observar a la lupa
se determind que las que estan en esas condiciones son espiguillas
con paleas y lemas de color verde claro y casi transparentes, con sus
anteras levemente coloreadas de tono amarillento. A su vez, también
se identificaron las espiguillas en las que ya se encuentra polen, éstas
son las que tienen paleas, lemas y anteras amarillas. Al colocar estas
anteras en un portaobjetos y abrirlas en presencia de acido acético,
se caracterizan porque los granos de polen salen con gran facilidad y

presentan aspecto brillante y transparente.

Como se indicd en la seccién 2. Materiales y métodos, se utilizaron
dos metodologias para ver cual era mas adecuada para la obtencién
de preparaciones buenas para conteo de asociaciones cromosémicas
en metafase | meidtica. Resultdé ser la descrita como Metodologia |.
Luego de realizar las preparaciones y al proceder al recuento en el
microscopio Optico de las unidades presentes, univalentes o
asociaciones de bi, tri y tetravalentes, se encontré sin embargo que
algunos cromosomas igual quedaban superpuestos 0 muy juntos sin
separarse sobre la placa ecuatorial, debido quiza a cierto exceso de
citoplasma que se observaba en contrate de fases. Ademas los
univalentes presentan por su pequefo tamano cierta dificultad para
ser identificados, ya que a veces quedan enmascarados por otros. Los
tetravalentes son los que se reconocen mas facilmente por su forma
tetraédrica tipica. La Metodologia Il que incluia el uso de varias
enzimas para ablandamiento general de las células, en nuestro caso y
para los ajustes realizados, no dio mejores resultados. Sin embargo
sugerimos insistir con ella e intentar su puesta a punto, con mas
tiempo del que dispusimos para esta tesis. En conclusién, la

Metodologia | fue la que permitié una mejor identificacién y fue la que
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se empled para obtener los resultados que se muestran en este
trabajo. De todas formas al no lograr que todos los cromosomas
estuvieran en un mismo plano, el analisis debié realizarse en todos
los casos necesariamente moviendo el micrométrico del microscopio,
lo que dio buenos resultados no visualizables como tales en las

fotografias.

En relacién al material utilizado, se inicié este estudio con el analisis
de 18 genotipos tetraploides (4x=40) y uno diploide (2x=20) de las
cuales cinco eran genotipos cuyo contenido de ADN se considerd el
esperado o sea el doble que el diploide control y 13 tenian contenido
de ADN menor. En cuatro de las plantas tetraploides no se
encontraron células que transitaran por metafase |, por lo que
debieron descartarse las plantas con cédigo de maceta: Pn30, Pn89 y
Pn184 (contenido de ADN considerado esperado) y la Pnl05
(contenido de ADN considerado menor). En los tres primeros
genotipos fue incluso escasa la formacién de panojas, tanto en las
plantas a campo como sus clones en maceta. La planta Pn105 es un
genotipo con caracteristicas particulares ya que, a pesar de que se
analizd en los ciclos reproductivos de dos veranos consecutivos (2011
y 2012) y en los cuales el resto de los genotipos formdé buena
cantidad y calidad de panojas, esta planta no formé ninguna panoja.
Ademas ninguna de las plantas clonadas de este genotipo
sobrevivieron el afio entero, ni la que se mantenia en invernadero ni
la que estaba plantada a campo. Estos cuatro genotipos por estas
caracteristicas tan peculiares deberian ser estudiados mas en

profundidad, con copias que posea el INIA.

3.2. Aspectos generales de la meiosis en Paspalum notatum

En las 14 plantas tetraploides analizadas asi como en el control
diploide se observaron casi todas las diferentes etapas de la meiosis,
tanto primera como segunda division meidtica: profase | (paquiteno,
diploteno, diacinesis), metafase |, anafase |, telofase |, diadas,
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metafase Il, anafase Il, telofase Il, tétradas. En el control diploide
2n=2x=20, toda la meiosis es normal, se forman siempre 10
bivalentes y la segregacién tanto en anafase | como en anafase Il es

reqular, al finalizar la meiosis se observan tétradas normales (Fig. 3A.
a-h).

Figura 3A. Planta diploide 2n=2x=20 (USDA7453): a. Metafase I; b.
Anafase |; c. Diada en Interfase II; d. Diada en Metafase Il; e. Diada en
Anafase II; f-g. Diada en Telofase II; h. Tétradas. Flechas indican la
separacién de las dos primeras células hijas formando una diada escindida.
Barras en micras.

En los 14 genotipos 4x analizados se observaron casi todas las fases,
se muestran algunas fotos representativas en la Fig. 3B., son las
mejores fotografias digitales seleccionadas de diversos genotipos. En
todos los genotipos y desde paquiteno en adelante se observaron
anormalidades en baja proporcién las que son descritas pero no
cuantificadas (Fig. 3B. a -y). Estas alteraciones fueron de distintos
tipos: asociaciones cromosdémicas distintas a bivalentes, localizaciéon
espacial de los cromosomas fuera de placa en ambas metafases, asi
como asimetrias en las etapas de anafases o de segregacién
cromosOmica. Entre ellos y como se verd con mas detalle en la

seccidén 3.3, en todos los individuos se encuentran en la metafase |
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asociaciones cromosdémicas formando tetravalentes y bivalentes, a
veces también trivalentes y univalentes. A su vez, en la anafase | se
identifican cromosomas que segregan tempranamente o tardiamente,
algunos incluso quedando fuera del nuevo nucleo reorganizado.
También se encuentran segmentos de cromatina que a modo de

puentes unen los nucleos en telofase | (ver Fig. 4).
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Figura 3B. Microesporogénesis, etapas de la Meiosis | y Meiosis Il en P

notatum. a-b. Paquiteno; c-f. Diploteno; g-i. Diacinesis; j-k. Metafase I; I-o.
Anafase |; p-t. Telofase |; u-v. Diada en Interfase Il; w. Hemidiada en
Prometafase Il; x. Diada en Metafase Il tardia; y. Diadas en Anafase Il. Las

puntas de flecha indican puentes, las flechas indican retrasos y adelantos,
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las flechas abiertas indican micronucleos. a-b: Pn89, c-e: Pn7439, d-i-n-p-w-
x: Pn354, f-g-h-g-r-s-t-y: Pn100, j-I-m: Pn120, k: Pn108, o-u-v: Pn74.

En relacién a la identificacidon y conteo realizado en primera metafase,
inicialmente se anotd todo tipo de unidad o asociacién observada: |,
Il, 'y IV. No en todas pero si en algunas, se detecté que habia un
error en la distincién entre bivalentes y trivalentes por un lado,
ademas de cierta dificultad en la identificacion de los univalentes
pequefos, como ya se indicd. Por ello los datos que se aportan en
esta tesis son sélo de tetravalentes, que fueron los claramente
distinguibles. Es importante indicar que la proporcidon de univalentes y
trivalentes en aquellos preparados en que si pudieron ser bien
identificadas fue bajo. El nUmero de metafases a considerar se fijé
previamente en 50 como minimo, s6lo en dos casos no fue posible en
el curso de este trabajo llegar a dicha cifra. En 12 de los genotipos de
menor contenido de ADN (Grupo 1) si se analizaron entre 55 y 112
células, la excepcion fue la Pn1l01 en la que observaron sélo 30
ndcleos y Pn74 donde se analizaron 46. En los dos genotipos del
Grupo 2 con contenido de ADN esperado se analizaron mas de 50 en
cada caso (Tabla 2). En la Fig. 4 se muestran fotografias
representativas de metafases | meidticas, las que fueron

seleccionadas de diversos genotipos.
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Figura 4. Asociaciones cromosOmicas en Metafase | de la meiosis en P

notatum. a-d. plantas del Grupo 1. e-h. plantas del Grupo 2. Las flechas
cortas indican bivalentes; las puntas de flecha indican trivalentes; las
flechas largas indican tetravalentes. a-c: Pn108, b: Pn273, d: Pnl101, e-f-g:
Pn120, h: Pn354.



3.3. Asociaciones cromosomicas en primera metafase

meiotica

3.3.1. Analisis de cada uno de los genotipos, Grupo 1 vy
Grupo 2

Los resultados obtenidos al contabilizar las configuraciones
cromosdmicas de tetravalentes en metafase | en las plantas
analizadas se muestran en la Tabla 2. De los 14 genotipos analizados
los 12 primeros corresponden a plantas de contenido de ADN
considerado menor al esperado para un tetraploide (Grupo 1) y el
resto son los que presentaban el contenido esperado (Grupo 2). A
partir de los valores de esta Tabla se confeccionaron los graficos
correspondientes de cada genotipo (Fig. 5). En base a la Tabla 2 y la
Fig. 5 se deduce que tanto en las plantas de contenido de ADN menor
al esperado (Grupo 1) como las de contenido esperado (Grupo 2),
siempre se observaron en la metafase | cromosomas sinapsados
formando tetravalentes, si bien en ninguno de los genotipos se
observaron 10 tetravalentes, que seria el maximo posible si cada
grupo de cuatro de los 10 cromosomas del genomio basico se

sinapsaran.
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Tabla 2. Se presentan los 14 genotipos de P notatum analizados y sus

cédigos. El nUmero de tetravalentes observados, de 0 a 10, la frecuencia de

cada tipo para cada genotipo. Subtotal: ndcleos analizados de cada planta;

Total: total de nucleos analizados de cada Grupo.

Sub
GRUPO1 0 1 2 314 5 6 7 8 9 10

total
20 30 6 56

1 Pné61
0.36 0.53 0.11 1.00
15 20 8 2 1 46

2 Pn74
0.33 0.44 0.17 0.04 0.02 1.00
19 30 7 56

3 Pn98
0.34 0.54 0.12 1.00
105533 17 61

4 Pnl00
0.18 0.54 0.28 1.00
8 14 7 1 30

5 Pnl101
0.27 0.47 0.23 0.03 1.00
5 21 31 5 62

6 Pn106
0.08 0.34 0.5 0.08 1.00
3 72 16 11 5 3 2 112

7 Pnl108
0.03 0.63 0.14 0.10 0.05 0.03 0.02 1.00
4 38 16 58

8 Pn220
0.07 0.65 0.28 1.00
16 33 16 65

9 Pn259
0.25 0.50 0.25 1.00
13214290 88 65

10 Pn263
0.20 0.21 0.45 0.14 1.00
35 26 61

11 Pn273
0.57 0.43 1.00
13 =718 = § 64

12 Pn7439
0.2 0.42 0.28 0.08 1.00
Total 736
GRUPO2 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
29 1 12 16 5 4 56

13 Pn120
0.52 0.21 0.11 0.09 0.07 1.00
DshB AN G =Rt 1 55

14 Pn354
0.04 0.62 0.28 0.04 0.02 1.00
Total 111
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Figura 5. Curvas de frecuencia de tetravalentes observados en metafase |
en los 14 genotipos por separado. A. los 12 genotipos del Grupo 1. B. los
dos genotipos del Grupo 2.

En los 12 genotipos de contenido de ADN menor al esperado (Grupo
1), hay mas de 75% de nucleos con uno, dos o tres tetravalentes.
Entre ellos se destacan ocho genotipos donde no se detectaron
nucleos sin tetravalentes, y tres genotipos (Pn106, Pn108, Pn220) con
bajo porcentaje de nucleos sin IV (maximo 8%). Por otro lado un
genotipo, el Pn263, presenta 20% de células sin IV. Analizando la base
de datos original de estos 13 nucleos, 10 presentaban 20 bivalentes
(y no se detectaron univalentes ni trivalentes), mientras que los
nucleos restantes presentaban 18 bivalentes y se detecté 1 |y 1 Ill.
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En relacién a los dos genotipos con contenido de ADN esperado
(Grupo 2), no se observan nucleos con cero tetravalentes ni con 9 o
10. Llama la atenciéon el genotipo Pn120 por varios aspectos, por un
lado el minimo de tetravalentes observado es alto (tres), y a su vez
de los 14 genotipos es el Unico que presenta nucleos con mas de seis
tetravalentes, hasta un total de ocho. En este ultimo genotipo los
nucleos con tres tetravalentes son claramente mayoritarios, con el
52%, el resto tiene entre cuatro y ocho IV. El otro genotipo del Grupo
2, Pn354, tuvo un comportamiento similar a los de menor contenido,

hay nucleos de uno a cinco IV, teniendo la mayoria (62%) dos IV.

3.3.2. Analisis conjunto de los genotipos del Grupo 1 y del

Grupo 2

Al realizar el analisis de todos los genotipos del grupo 1 por un lado y
de todos los del grupo 2 por otro, se constata que el total de células
analizadas fue de 736 para el primer Grupo y de 111 para el segundo
Grupo. A su vez si se analiza comparativamente el conjunto de
genotipos de ambos Grupos (Fig. 6), se observa que ambos tienen
mas del 85% de sus nucleos con uno a cuatro IV, teniendo el primer
grupo la mayoria (el 41%) con dos y el segundo grupo la mayoria
(también 41%) con tres. La suma en ambos de los nucleos con dos y
tres tetravalentes, da para el Grupo 1 un 55,5% y para el Grupo 2 un
71,1%. Los genotipos del Grupo 1 en conjunto presentan solamente
un 3,4% de sus nucleos sin tetravalentes, y no se detectaron de este
tipo en el Grupo 2. Ninguno de los grupos presenté nucleos con 9 0 10
IV.
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Figura 6. Grafico conjunto donde se representan las frecuencias de
tetravalentes de ambos grupos.

3.4. Viabilidad y tamano de los granos de polen
3.4.1. Aspectos metodoldgicos

El analisis tanto de viabilidad como de tamafo de los granos de polen
(su didametro en micras) se realizd sélo en un genotipo de cada grupo,
utilizando las dos plantas que tuvieron mejor floracién en el afio en
gue se llevd a cabo este andlisis, que fueron la Pn7439 y la Pn354.
Como se anoté en la seccidon 2. Materiales y métodos, para estudiar la
viabilidad de los granos de polen se probaron dos técnicas: con
carmin acético y la técnica fluorocromatica (con FDA o diacetato de
flouresceina). Se optd por analizar las fotos tomadas con la técnica
FCR, debido a que las obtenidas con carmin acético no eran nitidas y
se generaban demasiadas dudas sobre el andlisis de viabilidad. Con la
técnica de FCR, se contabilizaron como viables los que presentaban

forma redondeada, contenido interno homogéneamente tefiido y
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fluorescian. Se descartaron las de contornos irregulares, aunque
tuvieran fluorescencia positiva. Ademas, debido a que con FDA se
obtuvieron preparados con buen nimero de polen por portaobjeto, se
realizaron las mediciones de diametro de polen con estos mismos
preparados.

En la Fig. 7 se muestran fotografias representativas seleccionadas
entre las mejores y de ambos genotipos, las mismas se digitalizaron y
luego se analizaron en pantalla. El Anexo 1 corresponde al listado de
valores obtenidos tanto para viabilidad de polen como para tamanho

del polen medido por su diametro en los dos genotipos analizados.

Figura 7. Granos de polen de P notatum, a-f. genotipo Pn7439 y g-i.
Pn354. Se muestran fotografias de polen viable y polen no viable, y los
diferentes tamafos observados con la tincién con FDA. Las flechas cortas
indican polen viable, las flechas largas indican polen no viable. Barras en
micras.
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3.4.2. Viabilidad del polen

El resumen de estos resultados se muestra en la Tabla 3. Surge del
analisis estadistico realizado en base a los datos del Anexo | de
ambos genotipos, del Grupo 1 la planta Pn7439 y del Grupo 2 la
Pn354. El porcentaje de polen viable es muy diferente en ambos,
menor en el primero, alcanzando un 14,1% mientras que en el

segundo fue de 69,2%.

Tabla 3. Viabilidad de granos de polen tenidos con FDA de las dos plantas
seleccionadas, nimero contado y porcentaje en cada caso.

Individuo Granos de Granos de Total
polen viable polen no
viable
Pn 7439 108 656 764
IP “menor” 14,1% 85,9 % 100%
Pn 354 415 185 600
IP esperado 69,2% 30,8 % 100%

3.4.3. Tamano del polen

El analisis del tamafio en micras del diametro de los granos de polen
de los genotipos del Grupo 1 la planta Pn7439 y del Grupo 2 la planta
Pn354, se resume en la Tabla 4 y se representa en los histogramas

correspondientes de la Fig. 8.
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Tabla 4. Tamafio en micras (um) del diametro de los granos de polen de las
dos plantas seleccionadas, con tincién FCR.

Media de

Individuo diametro Media de diametro

de polen viable de polen NO viable

Pn7439
46,2 um 40 um
(Grupo 1, IP menor)
Pn354
(Grupo 2, IP 44,3 pm 37,5 um
esperado)

La media del didmetro del polen no viable es de 40 um en el individuo
del Grupo 1 y 37,5 pm en el individuo del Grupo 2. En ambos
individuos los didmetros del polen viable y no viable, son diferentes,
siendo en ambos casos mayores los diametros de los granos de polen
viable. En el individuo de IP menor los didametros del polen viable y no
viable son: 46,2 um y 40 um, respectivamente. En el individuo de IP
esperado los diametros del polen viable y no viable son: 44,3 um y
37,5 pm, respectivamente. A su vez los rangos en ambos individuos
dentro de la clase de polen viable fue muy amplio, 29,5 a 67,6 um en
el IP menor, y 26 a 85,5 um en la planta de IP esperado (Fig. 8 y 9).
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4. Discusion
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El origen de los materiales de Paspalum notatum con los que se
trabajé es parte de una colecta realizada por el INIA en el verano de
2006, la que constaba de 417 individuos pertenecientes a 95
accesiones (accesion hace referencia a su localizacion geografica de
origen) de todos los departamentos del Uruguay. Los materiales
formaron parte de la tesis de grado de R. Narancio y posteriormente
parte de los resultados fueron publicados (Reyno et al., 2012). Las
plantas se mantuvieron en invernaculos de INIA Tacuarembd vy
pertenecen al programa de mejoramiento de pasturas de esa
institucién. En dicha tesis se realizaron trabajos de estudio de
variabilidad genética entre y dentro de las poblaciones colectadas, y
cuando se compard estos valores con los agrupamientos por UPGMA,
se observd que una mayoria de plantas dieron indices de ploidia (IP)
menores a 1,9, por lo que dichos autores las agruparon. De las 95
accesiones colectas por INIA, en el presente trabajo se utilizaron 14
accesiones, 12 con indice de ploidia menor a 1,9 y 2 con indice
esperado. En base a estos resultados, se decidié comenzar el estudio
de las causas de la diferencia en contenido de ADN entre ambos
grupos, viendo si se debia a diferencias en el nUmero de cromosomas,
pero estos resultaron en todos los casos ser 40 cromosomas (Reyno et
al., 2012). Para este trabajo se armé un cariotipo (S. Vazquez, com.
pers.) como modelo, que se muestra a continuacién (corresponde a
una planta del Grupo 1).
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Una particularidad se constaté en la planta Pn105, ya que no generd
panojas, es una planta de poco vigor, y no sobrevivié mas de un par
de afios. Quarin y Norrmann (1987) describen también en un hibrido
entre P notatum diploide (2n=2x=NN) vy P cromyorrhizon
(2n=2x=N’'N’) que dio lugar a una planta que dichos autores
consideran un alotetraploide segmental 2n=4x=NNN’'N’, de aspecto
vigoroso al principio y que sélo produjo dos inflorescencias en tres
anos y muridé. Podria tratarse en el caso de la planta Pn105, de un
hibrido estéril generado en la naturaleza. Seria interesante estudiar
cdmo surgen, porque podria dar luz sobre el sistema de generacion

de poblaciones naturales de P notatum en general.

4.1. Analisis de la meiosis en células madres de polen y

asociaciones cromosomicas en Metafase |

Quarin (1992) explicita y define como “meiosis regulares” aquellas
donde los cromosomas se encuentran apareados formando bivalentes
y por lo tanto en el resto del proceso de divisibn meidtico su
comportamiento es regular, y “meiosis irregulares” en las que hay
asociaciones multivalentes mayoritariamente tetravalentes, y en
casos extremos incluso todos como univalentes (asinapsis). En
nuestro caso en las preparaciones microscépicas realizadas de las
anteras de las accesiones estudiadas se observaron todas las etapas
de la meiosis. Podemos afirmar que en los genotipos tetraploides no
encontramos meiosis regulares (normales) ya que ningun genotipo

presentd solamente bivalentes.

Los tipos de anormalidades meiéticas encontradas en este trabajo en
P notatum coinciden con las de varios autores (Adamowski et al.,
2005; Podio et al.,, 2012; Forbes and Burton, 1961). Podio et al.
(2012), en cinco accesiones naturales apospéricas de P notatum,
encuentra anafases normales en 44 a 67% de las células analizadas y
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una produccién de polen viable en promedio de 65%. Forbes and
Burton (1961) analizan en la anafase los rezagos cromosdémicos,
obteniendo para poblaciones naturales valores entre 32 y 67% de las
células, con viabilidad de polen entre 40 y 70%. Estos porcentajes de

viabilidad de polen son similares a la planta del Grupo 2.

Debido al pequeno tamano de los cromosomas (como se observa en
el cariotipo de P notatum que se muestra), la observaciéon de las
asociaciones cromosdmicas en meiosis no permitié distinguir con
claridad de qué cromosomas se trataba en cada caso. Las mediciones
que realizamos en dicho cariotipo indican que el cromosoma 1 tiene
una longitud promedio de 3,6 micras y el cromosoma 10 de 1,8
micras, la mitad que el primero, el resto disminuye en leve gradiente.
Forbes and Burton (1961) también hacen mencién a que el tamafno de
los cromosomas en metafase | no permite estimar de forma
inequivoca la frecuencia de los tipos de apareamiento y orientacion
de los IV en forma de anillo, para poder sacar conclusiones mas

firmes.

Cuando en plantas tetraploides en la etapa de la primera metafase se
observan solamente bivalentes, esto sugiere la presencia de dos
genomios distintos, posible alotetraploide, o autotetraploides de
poblaciones que han divergido. Por otro lado la presencia constante
(en alta frecuencia y de todos los cromosomas) de tetravalentes
debido al apareamiento de cromosomas homdlogos, apoya la
hipotesis de la autotetraploidizacién. En este trabajo no se encontré
ningdn nucleo con 10 tetravalentes, esto puede deberse al
redimensionamiento del genoma que ocurre luego de Ila
poliploidizacién (Leitch and Bennett, 2004) o el hecho que se
originaron de la aloploidizacién y no una autoploidizacién (Quarin,
1992; Quarin, 2004). También es posible que la poliploidizacién se
deba a la formacién de gametos no reducidos, que son gametos que
tienen el mismo complemento cromosdmico que las células somaticas

debido a fallas en la meiosis. Martelotto et al. (2005) trabajando en P
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notatum con tetrapoliploides sintéticos, autopoliploides, encuentra
remodelaciones genéticas y epigenéticas posteriores a la
poliploidizacién que pueden llevar a cambios en el genoma. Esto
podria también explicar la ausencia de 10 tetravalentes en las células

analizadas.

Al analizar el nUmero de tetravalentes y los porcentajes calculados
para los 14 genotipos de los integrantes del grupo 1 encontramos que
mayoritariamente los ndcleos presentan entre dos vy tres
tetravalentes, siendo el minimo 62,5% (Pn7439) y el maximo el 100%
(Pn258). Algunos genotipos presentan un alto porcentaje de nucleos
con 1, 2 y 3 tetravalentes, 90,6% de los nucleos (Pn7439), 96,7%
(Pn101) o 100% (Pn259 y Pn100). Sélo en algunos genotipos se
encuentran 4 tetravalentes (Pn101 y Pn7439), 4 y 5 tetravalentes en
Pn74y 4,5y 6 en Pn108. Aun cuando los integrantes del Grupo 1 son
similares en sus configuraciones cromosémicas en metafase I, no
presentan igual comportamiento de sus cromosomas, sino que hay

variaciones segun genotipos.

Al analizar el numero de tetravalentes y el correspondiente porcentaje
en los dos genotipos de los integrantes del Grupo 2, Pn354 tiene un
65,4% de sus nucleos con uno o dos tetravalentes y si ademas
consideramos los que presentan tres, ese porcentaje sube a 94,5% de
los nucleos. Estos valores son similares a algunos genotipos del Grupo
1 (Pn7439, Pn259, Pn101 y Pn100).

Comparando los porcentajes mas altos en ambos grupos, coinciden
en que corresponden a la presencia de dos tetravalentes, en el Grupo
1 es 41% y en el Grupo 2 es 40%. Ninguno de los grupos presentd
nucleos con 9 o 10 tetravalentes. A partir del nimero de tetravalentes
observados y descartando los trivalentes por su baja incidencia, se
estimd el numero de bivalentes. Los genotipos del Grupo 1, tendrian
el 80% de los nucleos con 16 a 18 Il, y los del Grupo 2, tendrian el
71% con 14 a 16 Il. (Tabla 5).
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Tabla 5. Tetravalentes observados, estimaciéon de bivalentes y estimacién
de asociaciones cromosdmicas en Metafase |. A. para el conjunto de
genotipos del Grupo 1. B. y los del Grupo 2.

A.
Grupo |
Frecuencia Numero de Estimacion nu- Asociaciones

de IV IV obs. mero de Il cromosomicas:
0,034 0 20 2001+ 01V
0,383 1 18 181+ 11V
0,414 2 16 1611+ 21V
0,141 3 14 1411 + 31V
0,019 4 12 1211+ 41V
0,005 5 10 1011 +51V
0,003 6 8 SlI+61V

0 7

0 8

0 9

0 10

Grupo Il
Frecuencia Numero de Estimacion nu- Asociaciones

de IV 1V obs. mero de Il cromosomicas:

0 0 20 201+ 01V
0,018 1 18 1811+ 11V
0,306 2 16 1611+ 21V
0,405 3 14 1411 + 31V
0,126 4 12 1211+ 41V
0,063 5 10 1011+ 51V
0,045 6 8 s8lI+61V

0 7
0,036 8 4 411 + 81V

0 9

0 10

En el Anexo 2 se resumen los resultados obtenidos por Dahmer et al.
(2008) para 35 genotipos tetraploides. Dicha tabla presenta nimeros
absolutos (entre 16 y 67 nucleos por genotipo) y estimacion de
asociaciones cromosémicas de sus nucleos. A partir de los nimeros
obtenidos por los autores asi como las asociaciones cromosdémicas co-
rrespondientes, se calcularon las frecuencias. De los genotipos
analizados 5 de ellos (14%) presentan meiosis regulares con 20
bivalentes, 17 de los restantes genotipos (49%) tienen mas del 60%
de sus nucleos con 20 bivalentes, y los genotipos restantes (86% del
total) tienen bajo nimero de tetravalentes. A su vez, el 60% tiene

entre 0 y 3 tetravalentes, el 40% restante entre 4 y 7 tetravalentes,
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no hay ningln genotipo con 8, 9 o 10 tetravalentes, y de los 31

genotipos uno solo presenta cero bivalentes en sus nucleos.

Si analizamos comparativamente los resultados de Dahmer et al.
(2008) y los del presente trabajo (Tabla 2 y Figura 7C) vemos que el
Grupo 1 de genotipos presenta con 1 y 2 IV una frecuencia promedio
de 0.79 (minimo 0.62 y maximo 0.93), mientras que en el Grupo 2
presentan un promedio de 0.71 de 2 y 3 IV (minimo 0.52 y maximo
0.9). Mientras tanto, en las accesiones estudiadas por Dahmer et al.
(2008) hay seis accesiones (11PR, 14RS, 26RS, 33RS, 41Argentina,
67Uruguay), con valores similares al Grupo 1 de este trabajo mientras
gque una sola (la 33) presenta valores que se solapan tanto con el
Grupo 1 (en la suma de las frecuencia de 1 y 2 IV), como con el Grupo
2 (sumando las frecuencias de 2 y 3 IV). Si bien en dicho articulo
aparecen datos poco precisos del origen de las accesiones, las de
Brasil fueron colectadas una en Parana y otra en Rio Grande do Sul, y
dos de Argentina y Uruguay, pero en estas ultimas sin mas datos.
Asimismo, las provenientes de Uruguay son dos, la n? 66, presenta
63% de bivalentes, y el resto de nucleos con 2 tetravalentes y la n2
67 presenta 29% de bivalentes, y el resto de nucleos con 1 o 2
tetravalentes. Otra diferencia llamativa es que en nuestro trabajo de
las 14 accesiones no hay ninguna gue tenga el 100% de nucleos con
bivalentes, y en el trabajo nombrado si hay 5 accesiones (06, 07, 13,
17, 49) de un total de 39. Por su lado, Adamowski et al. (2005)
analizaron 20 células de la accesion BRA-088028 de P notatum,
colectada en Santa Catarina, en la que el promedio de Il por célula dio
13,55, mientras que el de IV es 2,15, siendo el minimo encontrado 1y
el maximo 5. También de poblaciones naturales de Brasil, Moraes
Fernandes et al. (1974) estudiaron el comportamiento meiético de
distintas especies de Paspalum del estado de Rio Grande do Sul.
Entre ellas, cuatro accesiones de P notatum: “Comun”, “Uruguaiana”
y “Giant” tienen entre 0 a 6 IV y 20 y 8 Il, mientras que la accesién
“Capivari” tiene entre 0 a 2 IVy 20 y 16 Il. Para los autores estos

valores y la meiosis irregular podrian deberse a un origen
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autopoliploide o ser un alopoliploide segmental.

Trabajando ademas con tetraploides generados artificialmente, Forbes
and Burton (1961) obtuvieron a partir de material diploide de
Pensacola dos plantas autotetraploides inducidas, encontrando 5 IV
en promedio. En el mismo trabajo analizando cinco tetraploides
naturales encontraron entre 5-8 IV; en una de las accesiones (MH)
originaria de Uruguay el promedio de IV es de 5,69 (siendo el maximo
8). Para las accesiones (MH) y (UR), ambas de Uruguay, analizaron la
meiosis completa encontrando en (MH) 32% de células con retrasos y
25% de tétradas con micronudcleos y en (UR) 59% vy 72%,

respectivamente.

4.2. Viabilidad y tamano del grano de polen

En los dos Unicos genotipos de P notatum analizados para viabilidad
de polen, el porcentaje de polen viable fue diferente. En el genotipo
Pn7439 (Grupo 1, con indice de ploidia menor al esperado) ese valor
fue de 14,1%, y en el genotipo Pn354 (Grupo 2, con indice de ploidia
esperado) fue de 69,2%. Si fueron similares los valores medios del
diametro de los granos de polen, ya que en el genotipo Pn7439 fue de
46,2 um, mientras que la del genotipo con menor IP o Pn354 fue de
44,3 um. Comparando viabilidad con tamafo no parece haber una
correlacion entre ambos parametros. Para el género Paspalum,
estudiando ocho especies distintas, entre ellas P notatum, Ma vy
colaboradores (2001) concluyen que los granos de polen son
esferoidales y con un diametro promedio entre 34 y 50 um, por lo que
podemos deducir que los datos son muy similares y que los de las
accesiones que se estudiaron en este trabajo tienen una dispersion

algo mayor.

Las irregularidades meidticas (presencia de uni, tri y tetravalentes,
migraciones tempranas o tardias de los cromosomas y puentes)
llevan a la generacidon de gametos desbalanceados lo que afectaria la

viabilidad del polen (Adamowski et al., 2005). Queda por resolver a
56



futuro a qué se puede deber la diferencia encontrada entre la
viabilidad de las dos plantas. Sin dudas un primer paso es trabajar

con una muestra mucho mayor de individuos de cada Grupo.

Al comparar los resultados obtenidos con los de otros autores que
trabajaron con la misma especie, un problema que surge es que
varios (Moraes Fernandes et al.,, 1973; Forbes and Burton, 1961)
contabilizan a los viables y los separan en tres categorias: los de
apariencia normal, tamano medio y pequefo, y separan como ho
viables a los pequefios y pobremente tefiidos o vacios, por lo que
nosotros unimos las dos primeras categorias de viables para
compararlas con nuestros datos. Los valores de viabilidad reportados
en esos dos trabajos comparados con los nuestros son similares al del
genotipo del Grupo 2 (contenido de ADN esperado). A su vez estos
ultimos dieron similares a los de Podio et al (2012) trabajando en la
misma especie en accesiones naturales e hibridos inducidos, varia
entre 60 a 74% y 61 a 79%, respectivamente. Un caso llamativo es el
trabajo de Dahmer et al. (2008) que no aprecia correlacion en relacién
a las accesiones 4x que presentan configuraciones IV y las que sélo
tienen II. Considerando todas las 35 accesiones que estudiaron, el
valor de viabilidad de polen varia entre 72,4 a 97,9%, y sélo
considerando las cinco accesiones con 20 bivalentes, la viabilidad del
polen varia entre 72,4 y 97,4%.

Forbes and Burton (1961) analizan la viabilidad de polen en
poblaciones naturales, la que varia entre 40 y 70%, teniendo las
accesiones provenientes de Uruguay, (MH) un 46% y (UR) un 40% de
polen viable. A su vez para Moraes Fernandes et al. (1973) la
viabilidad de polen varié entre 0 y 84.3% en las 12 poblaciones 4x
incluidas en su estudio. En los autotetraploides inducidos a partir de
P notatum Pensacola la viabilidad del polen es del 100% (Forbes and
Burton (1961). Por la tanto nuestros valores para el genotipo Pn354
son cercanos a los descritos, no asi los del genotipo Pn7439 que son
muy bajos (14%).
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4.3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las observaciones del comportamiento meiético en los 14 genotipos
de P notatum, todos tetraploides, permiten concluir que no ocurre
meiosis normal o regular con formaciéon de 20 bivalentes en ninguna
de las accesiones estudiadas. El maximo de nucleos que presenta so-
lamente bivalentes (es decir 20ll) se observd en la accesiéon Pn263,
donde esto ocurre en el 20% de las células analizadas. En el Grupo 1,
también la viabilidad de polen que fue muy baja, no asi en el Grupo 2.
De las dos accesiones analizadas el minimo lo presenta la Pn7439
(Grupo 1) con 14,1% y el maximo la Pn354 (Grupo 2) con 69,2%. En
las 14 accesiones de este trabajo se observan tetravalentes en la
meiosis (en diacinesis y en Metafase 1). En resumen y luego de
analizar los trabajos previos al nuestro sobre el comportamiento
cromosOmico en microesporogénesis en P. notatum, se deduce que la
mayor frecuencia de IV es entre 1 y 3. Quarin (1992) sugiere que los
tetraploides de P notatum naturales son o de origen autopoliploide o
alopoliploide segmental, nuestros resultados si nos guiamos solamen-

te por el comportamiento meiético apuntarian a lo mismo.

Un aspecto que consideramos de interés es realizar estudios con mar-
cadores cromosdémicos que permitan seguir el comportamiento de los
cromosomas en la microesporogénesis sabiendo cual o cuales de los
10 cromosomas del genoma basico de P notatum se estd observando.
Esto permitiria deducir si son siempre los mismos que se aparearian
formando IV y por tanto los que no lo hacen en la mayoria de accesio-
nes de P notatum 4x. Por ejemplo, alguna fotografia de metafase | nos
sugiere que son los cromosomas largos, el 1 y el 2 los que se obser-

van, es un dato preliminar que seria interesante confirmar.

Una posible explicacion para los datos aqui obtenidos y que coincide
en términos generales con otros estudios en esta misma especie, es
la que propuso Quarin (1992) analizando accesiones de P. notatum te-
traploide y apomictico con ese mismo comportamiento en la microes-
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porogénesis (formacién de IV), quien propone un origen autopoliploi-
de o alopoliploide segmental. Quiza se deba a que en la naturaleza
pueda haber habido divergencia evolutiva de poblaciones diploides,
que luego por gametos no reducidos hibridan y dan un alopoliploide
segmental, o que se hubiera dado divergencia gendmica en diferen-

tes poblaciones de P notatum autotetraploide natural.

Por otro lado, teniendo en cuenta el analisis de Narancio (2008) y de
Reyno et al. (2012) quienes encontraron diferencias significativas en
relaciéon al contenido de ADN entre los dos Grupos, el 1 y el 2, nuestro
estudio no indica que esa diferencia esté reflejada en diferencias en el
tipo o cantidad de anomalias meiodticas, ni en la viabilidad del polen.
Una posibilidad es que las accesiones con menor contenido sean hi-
bridos intraespecificos entre poblaciones distintas de P notatum, ellas
naturalmente diferenciadas por contenido. Podrian ser producto de
poliploidizacién a partir de poblaciones diploides (no encontradas en
Uruguay pero si presentes en Brasil), o son producto de la reproduc-
cién sexual de gametos de poblaciones tetraploides. La presencia de
genotipos que presentan contenidos de ADN en picogramos menores
al esperado debera ser motivo de estudios mas exhaustivos. Se debe-
ria por un lado aumentar el niumero de individuos por poblacion para
realizar un analisis estadistico adecuado luego del analisis por citome-
tria de flujo. A su vez, proponemos realizar un analisis de viabilidad de
granos de polen con una técnica que permita distinguir mas adecua-
damente los granos viables de los no viables, asi como realizar este
estudio en tres anos consecutivos para minimizar el efecto ambiente.
Por dltimo y es un dato relevante que permitiria discutir mejor los re-
sultados, resta también resolver cual es la estrategia reproductiva
presente en los distintos materiales nativos de Uruguay de P nota-

tum.
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ANEXO 1. P notatum Accesion Pn7439: A. didmetro de granos de polen
viables, B. didmetro de granos de polen NO viables Accesion Pn354: C.
diametro de granos de polen viables, D. diametro de granos de polen NO
viables.

Accesion Pn 7439

A. Polen viable B. Polen no viable
Diam Diam
en um | Frec. en um | Frec.
30| 0,0093 26 10,0015
31| 0,0093 27 10,0015
32| 0,0185 Media 46,203 28 10,0076 Media 39,996
33| 0,0093 DS 7,9075 29 10,0091 DS 6,9848
34| 0,0185 Varianza | 62,529 30 [0,0183 Varianza | 48,787
35| 0,037 Rango 38,076 31 (0,0244 Rango 43,692
36| 0,0185 Minimo 29,549 32 [0,0213 Minimo 26,402
37| 0,0093 Maximo 67,625 33 10,0534 Maximo 70,094
38| 0,0463 Suma 4989,9 34 10,0686 Suma 26238
391 0,0278 Cuenta 108 35 10,0716 Cuenta 656
40( 0,0278 36 [0,0625
41| 0,037 37 10,0793
42| 0,0278 38 10,0808
43(0,1296 39 [0,0564
44(0,0463 40 10,0701
45( 0,0278 41 10,0473
46( 0,0463 42 10,0442
47(0,0463 43 10,0427
48( 0,037 44 10,0351
49( 0,0463 45 10,0335
50| 0,0185 46 0,0229
51| 0,0185 47 10,0198
52]0,0741 48 10,0152
53] 0,037 49 10,0091
54| 0,0278 50 10,0137
55| 0,0278 51 10,0122
56| 0,0278 52 10,003
57| 0,0093 53 10,0152
58] 0,0093 54 10,0137
59 0,0278 55 10,0061
61| 0,0093 56 [0,0061
62| 0,0093 57 10,0107
63| 0,0093 59 10,0076
65| 0,0093 60 [0,0046
68| 0,0093 63 (0,003
64 10,0015
67 10,003
69 [0,0015
70 10,0015
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C. Polen viable

Diam
en um

Frec.

26

0,0024

28

0,0024

Accesion Pn 354

29

0,0048

Media

44,2841

30

0,0024

DS

6,36414

31

0,0072

\

Varianza

40,5022

32

0,0072

Rango

59,5011

33

0,0217

Minimo

25,9998

34

0,0217

Maximo

85,5009

35

0,0145

Suma

18377.9

36

0,0313

Cuenta

415

37

0,0193

38

0,0241

39

0,0337

40

0,0602

41

0,0578

42

0,0434

43

0,0699

44

0,0651

45

0,0747

46

0,0819

47

0,0892

48

0,0651

49

0,0434

50

0,053

51

0,0169

52

0,0289

53

0,0145

54

0,0145

55

0,0024

56

0,0048

57

0,0048

59

0,0024

61

0,0024

63

0,0024

66

0,0048

72

0,0024

86

0,0024

D. Polen no viable

Diam
en pm

Frec.

26

0,0054

27

0,0108

28

0,0162

Media

37,5026

29

0,027

DS

6,60318

30

0,0432

\

Varianza

43,6019

31

0,0811

Rango

34,7658

32

0,0595

Minimo

25,9623

33

0,0541

Maximo

60,7281

34

0,0703

Suma

6937,97

35

0,0811

Cuenta

185

36

0,0649

37

0,0595

38

0,0811

39

0,0324

40

0,0432

41

0,0324

42

0,0216

43

0,027

44

0,0378

45

0,0324

46

0,0162

47

0,0595

48

0,0054

50

0,0054

52

0,0054

57

0,0054

59

0,0054

60

0,0054

61

0,0108
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Anexo 2. Datos re-analizados a partir de los de la Tabla 1 del articulo de
Damher et al. (2008), pg 382-385
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