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I. INTRODUCCION

El Genero Paspalum es reconocido ampliamente por la diversidad de sus
especies y el potencial forrajero de un gran nimero de ellas, dentro de las cuales se
encuentra P. dilatatum (Pizarro, 2000). Esta especie forma parte de un complejo
especies con formas apomicticas pentaploides y hexaploides y ademés tetraploides
sexuales, todas cercanamente relacionadas (Speranza, 2009). Paspalum dilatatum
representa uno de los mejores compromisos para una graminea C,4 entre alta produccion
estival de forraje y calidad. Ademas, presentan una excepcional resistencia al dafio por
heladas lo que no es frecuente en las especies estivales disponibles en los mercados
internacionales (Rowley et al. 1975, Campbell et al. 1999). La forma pentaploide
apomictica mas comun, P. dilatatum ssp. dilatatum presenta problemas productivos por
su baja produccion de semilla, asociado al ataque por Claviceps paspali el cual invade
los ovarios fértiles no fecundados. La coleccion uruguaya de este biotipo ha sido
extensamente estudiada y caracterizada molecular, morfoldgica, fisiologica vy
agronémicamente y el nivel de variabilidad que se ha podido muestrear en ella es mucho
mayor que trabajos precedentes (Speranza 2009, Michelini 2010, Rodriguez 2010, Cufa
et al. 2012, Quintans 2013, Glison et al. 2014). A pesar de ello las evaluaciones
realizadas no muestran variabilidad genética para su limitante mas importante; la baja
produccion de semilla. Este es un problema compartido con todas las forrajeras Cy,
sumando a la presencia de dormicion en la semilla lo que limita el proceso de
domesticacion (Adkins et al., 2002) dificultando su adopcion a nivel de sistemas de
produccion.

Entre las formas tetraploides se encuentra Paspalum. dilatatum ssp. flavescens
que se distribuye en el Sur del Uruguay y el Este de la Provincia de Buenos Aires. Se
reproduce sexualmente por autogamia y muestra muy baja susceptibilidad a Claviceps y
una excelente produccién de semilla de calidad. Esta subespecie se encuentra
cercanamente relacionada con la forma pentaploide de P. dilatatum. Se han realizado
estudios en la variabilidad morfol6gica de la especie, estos sin embargo fueron llevados
a cabo utilizando muy poca variabilidad dentro del biotipo (Millot 1969, Savidan 1987,
Garcia y Arturini 2001, Alonso y Monterubbianesi 2003, Alonso y Monterubbianesi
2006). A pesar del poco interés que han mostrado los mejoradores por estas formas
sexuales, recientemente el estudio de su potencial agronémico ha crecido en las
instituciones publicas de la region (UdelaR, Universidad de Buenos Aires; Universidad
Federal de Rio Grande do Sul) (Schrauf y Blanco 2003, Baréa y Scheffer-Basso 2007,
Sawasato et al. 2008, Speranza 2009).

Las poblaciones se encuentran constituidas por mezclas de lineas puras poco
relacionadas genéticamente (Speranza, 2009). Debido a lo variada composicion de las
poblaciones para las distintas lineas puras la exploracion de la variabilidad genética debe
incluir una exhaustiva exploracion intra poblacional  (Speranza, 2005).



Agronomicamente la exploracion de la diversidad en estas poblaciones se puede realizar
por medio del estudio de variables morfoldgicas que permitan identificar y diferenciar
lineas y poblaciones. Un caracter morfoldgico que sea efectivamente discriminante se
transforma en un descriptor y este debe de reflejar las diferencias entre las accesiones
que se deben a efectos genéticos. La heredabilidad representa la proporcion de la
varianza observada en la poblacion que se debe a efectos genéticos. La caracterizacion
de la variabilidad genética existente en una coleccion, la vuelve disponible para los
mejoradores y por lo tanto valoriza ampliamente la coleccion.

La distribuciéon de la variabilidad genética en poblaciones naturales no es
uniforme y se encuentra afectada por diversos fendmenos como la migracion, flujo
génico, deriva y seleccion (Loveless y Hamrick, 1984). Existen diversos estimadores
que proporcionan informacién sobre la distribucion de la diversidad genética a nivel
poblacional la mayoria de ellas derivadas de los estadisticos F propuestos por Wright
(1951). Entre ellos se destacan el Fst como estimador de la subdivision poblacional
estimado a partir de marcadores moleculares neutros y el Qsr como estimador de la
subdivision poblacional para caracteres cuantitativos con herencia aditiva. La
comparacion entre estos dos estimadores de estructuracion de la diversidad genética
permite determinar los procesos que podrian estar originando el patron de distribucion
geogréfica de la diversidad genética (Merilda y Crnokrak 2001, McKay y Latta 2002,
Leinonen et al. 2008, Leinonen et al. 2013). EI conocimiento sobre la estructura de la
variabilidad genética y las fuerzas evolutivas que le dan origen, permiten hacer un uso
racional y eficiente de los recursos fitogenéticos, asi como optimizar los esfuerzos de
conservacion (McKay y Latta, 2002).



A. OBJETIVOS

1. Objetivos generales

Determinar la distribucion de la variabilidad genética para el biotipo sexual P.
dilatatum ssp. flavescens e interpretar su distribucion en el espacio.

2. Objetivos especificos

a. Objetivo 1

Estudiar la variabilidad genética para marcadores moleculares de la coleccion y
determinar la estructura para la variabilidad genética.

b. Objetivo 2

Estudiar la variabilidad para caracteres morfoldgicos en la coleccion.
Determinar la capacidad de discriminacion entre lineas y poblaciones para los distintos
caracteres. Proponiendo grupo de descriptores con utilidad en la identificacion de lineas.

c. Objetivo 3

Comparar la distribucion de la variabilidad genética estimada a partir de
marcadores moleculares con la estimada a partir de caracteres morfologicos de forma de
poder determinar la historia evolutiva de los caracteres cuantitativos y las diferentes
estrategias de distribucion de la diversidad genética.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. PRADERAS

La disponibilidad de forraje, en cantidades suficientes, a lo largo de todo el afio
es uno de los principales problemas de la produccion ganadera en Uruguay. La
produccion del campo natural se concentra en los meses de primavera, verano y otofio,
durante el invierno se produce el mayor déficit en la oferta de forraje (Beretta 1991,
Carambula 1991). En la segunda mitad del siglo XX la intensificacion de los sistemas de
produccién y la necesidad de cubrir el déficit invernal motivéd el cambio en la matriz
productora de forraje hacia las praderas permanentes y verdeos anuales. Estas opciones
pueden ofrecer forraje en mayor volumen y calidad que el campo natural, pero con un
mayor costo en utilizacién de energia y tecnologia. Las mezclas tipicas en los sistemas
de produccién involucran la utilizacion de varias especies donde cada una de ellas tiene
caracteristicas particulares y complementarias con las demés (Carambula, 2002). Estas
mezclas permiten utilizar los recursos de mejor manera, complementar el uso de
nutrientes, balancear la dieta del ganado y la oferta de forraje a lo largo del afio
(Carambula, 2002). Estas mezclas forrajeras y principalmente las gramineas perennes
existentes en el mercado son principalmente de tipo C3 con ciclo invernal. Por este
motivo las praderas no tienen la capacidad de utilizar los recursos disponibles durante el
periodo estival y estos recursos son aprovechados por las malezas. Las consecuencias de
la disponibilidad de estos recursos devienen en una invasion temprana y una reduccion
de la vida Gtil de la pastura.

En la agricultura forrajera la tendencia a la utilizacion de monocultivos con una
gran produccion instantanea se desarrolla con menor velocidad que en la agricultura
tradicional principalmente por temas logisticos y de costos. La diversidad en los
sistemas pastoriles permite mejorar la estabilidad y resiliencia del sistema. Existen dos
formas de aumentar la diversidad, la primera consiste en la incorporacion de variabilidad
intraespecifica, es decir la utilizacion de mas de un genotipo o una poblacién diversa
para la especie manteniendo su plasticidad (Henry, 2014). La otra opcion es la
utilizacion de cultivos multiespecie de tipo perenne que son diversos, se mantienen en el
tiempo y ocupan diferentes nichos ecologicos de manera de que no se superpongan y no
compiten entre si mejorando la utilizacion de los recursos, la resiliencia y productividad
del sistema (Diaz y Cabido, 2001).

1. Incorporacidn de especies estivales

La incorporacion de especies estivales en las mezclas utilizadas en nuestros
sistemas de produccion ha sido propuesta en diversas ocasiones (Millot 1969, Garcia
1995, Carambula 2002). En situaciones de clima templado y templado calido como el



nuestro, la presencia de especies estivales de metabolismo C,4 juega un rol fundamental
en la estabilidad ecoldgica del sistema debido a la complementariedad de los ciclos de
crecimiento entre las gramineas invernales y estivales (Johnston 1996, Campbell et al.
1999, Tejera 2014). Nuestras praderas naturales bajo pastoreo se encuentran claramente
dominadas por especies C,. Las especies C4 nativas o introducidas invaden la pastura y
ocupan el nicho ecoldgico que se encuentra vacante. Entre estas malezas Cynodon
dactylon es frecuentemente citada como la principal maleza en el Uruguay (Rios, 2001)
y su invasion es uno de los principales motivos de la corta duracion de la fase de pradera
en las rotaciones forrajeras en nuestro pais (Santifiaque 1979, Garcia 1995). Introducir
en las mezclas una graminea estival, ademas de incrementar su produccion estival podria
contribuir a alargar la vida productiva de las praderas (Tejera, 2014) reduciendo asi el
area a sembrar en otofio y por lo tanto la alta proporcion de la superficie que no puede
ser pastoreada en esta época del afio. Se prevé ademas que este problema tienda a
agravarse en un escenario de cambio climatico.

2. Paspalum dilatatum

Paspalum dilatatum es una de las gramineas nativas considerada como uno de
los mejores cultivos forrajeros estivales potenciales. A nivel mundial fue una de las
primeras gramineas estivales que se intentaron domesticar aunque desde un comienzo se
identificd su baja produccién de semillas y susceptibilidad a Claviceps como una de sus
principales limitantes (Skerman y Riveros, 1992). Esta especie representa uno de los
mejores compromisos para una graminea C,4 entre alta produccién estival de forraje,
calidad y resistencia al frio (Dall’Agnol y Gomes 1987, Campbell et al. 1999).

Aunqgue en Uruguay existe la percepcion en el sector privado de que estos
problemas son so6lo inherentes a P. dilatatum, las Panicoideas, subfamilia a la que
pertenece la mayor parte de las gramineas forrajeras estivales cultivadas, presentan una
problematica comun relacionada con la produccion de semillas (Loch y Ferguson, 1999)
y en particular un dificil establecimiento (McCormick et al., 2009).

3. Mejoramiento de Paspalum dilatatum

El mejoramiento convencional de esta especie no es posible debido a su forma
de reproduccion apomictica. La etapa de exploracién primaria del germoplasma (Millot,
1969) culmind con la liberacion de 4 cultivares. De acuerdo con Pizarro (2002) el
rechazo a la adopcién comercial de los mismos puede haber estado influido por la baja
produccion de semillas y la escasa informacion agrondmica generada. La caracterizacion
de colecciones variables llevadas a cabo en Brasil mostraron una gran variabilidad en
produccion de materia seca (Dall’Agnol y Gomes, 1987). Sin embargo, la busqueda de
materiales resistentes a Claviceps ha constituido el principal objetivo de mejoramiento,
aunque no se han encontrado materiales con un significativo grado de resistencia
(Pearson et al. 1981, Burson 1991). Otro enfoque consistié en generar mutaciones a



través de radiacion (Bashaw y Hoff 1962, Burton y Jackson 1962) o variacion
somaclonal y fusién de protoplastos (Akashi y Adachi 1992, Davies y Cohen 1992,
Burson y Tischler 1993), sin lograr obtener variantes de importancia agrondmica.
Producto de un esfuerzo prolongado por parte de nuestro grupo se evaluaron colecciones
desarrolladas especialmente para explorar en forma sistematica y eficiente la
variabilidad del biotipo comun (Speranza, 2005). Si bien se observaron niveles de
variabilidad mayores a los reportados anteriormente (Rodriguez 2009, Michelini 2010,
Quintans 2013), las limitantes mencionadas se mantienen.

d. Recursos fitogenéticos de Paspalum dilatatum

Paspalum dilatatum pertenece a un complejo alopoliploide que, ademés de
varios biotipos apomicticos, contiene cinco biotipos tetraploides sexuales. Subsiste un
rezago en el reconocimiento taxondmico, estos rezagos interfieren con la
representatividad y dificultan la utilizacion del germoplasma (Camadro, 2012). Esto ha
sido particularmente relevante para los “biotipos sexuales”, enlenteciendo la generacion
de informacion relevante en otras areas como la ecologia. Desde el punto de vista
taxonémico en el complejo Dilatata se reconocen formalmente cuatro especies, P.
urvillei Steud., P. dasypleurum Kunze ex Desv., P. pauciciliatum (Parodi) Herter, y P.
dilatatum Poir; esta ultima con dos subespecies diferenciadas por la pigmentacion de las
anteras (Zuloaga y Morrone, 2005). Todas estas entidades presentan un alto nivel de
identidad en el ADN plastidial (Speranza y Malosetti, 2007), lo que sugiere un origen
comdn (Rua et al.,, 2010). Paspalum dilatatum ssp. dilatatum comprende biotipos
pentaploides y hexaploides apomicticos de anteras moradas, entre ellos el “comun”. Por
su parte, P. dilatatum ssp. flavescens (Roseng., Arrill. y Izag.), incluye las formas de
anteras amarillas de P. dilatatum, estos son los tres biotipos sexuales “Flavescens”,
“Vacaria” y “Virasoro”. A pesar de la enorme cantidad de informacion citogenética
acumulada a lo largo de varias décadas (Speranza, 2009), la taxonomia del grupo
Dilatata aun no estad clara, ya que especies bioldgicas bien caracterizadas dentro del
complejo, como los tres biotipos sexuales, no son formalmente reconocidas.

4. Los tetraploides del grupo Dilatata

Se llevaron a cabo diversos trabajos de caracterizacion de la variabilidad
genética, morfolégica y agrondémica de las especies apomicticas (Speranza 2009,
Michelini 2010, Rodriguez 2010, Quintans 2013). También se esta realizando un
importante esfuerzo en comprender el comportamiento de la fisiologia pre cosecha de la
semilla (Cufa et al., 2012) asi como la fisiologia de la post cosecha de la semilla de
todos los biotipos (Glison et al., 2014).

Al comienzo los biotipos sexuales fueron utilizados en los estudios genéticos
como un sustituto citologico de los biotipos apomicticos sin considerarlos una
alternativa agrondmicamente viable (Bennett y Bashaw 1966, Millot 1969). Estos
primeros estudios agrondmicos fueron llevados a cabo utilizando muy poca variabilidad



dentro de cada biotipo (Savidan, 1987). Los biotipos sexuales fueron considerados
fuentes de sexualidad para el mejoramiento de los apomicticos debido a que la
combinacion de apomixis-sexualidad puede resultar una ventaja para el mejorador
(Burton y Hanna, 1992). Sin embargo, la obtencion de plantas fértiles a partir de
cruzamientos entre formas sexuales o entre sexuales y apomicticas en el género
Paspalum ha sido poco frecuente y la cruzabilidad muy baja (Burson 1991, Burson
1992, Burton y Hanna 1992). La cruzabilidad entre formas sexuales del grupo Dilatata
es variable pero mucho mayor (Speranza, 2009). Esta es una aproximacion ya que la
utilizacion y la exploracion de la variabilidad genética de estos materiales es aun
incipiente. A continuacién se describen algunas caracteristicas de estos materiales.

e. P. dilatatum biotipo Virasoro

Paspalum dilatatum Virasoro fue reconocido y descripto por primera vez en la
localidad de Gobernador Virasoro en la Republica Argentina por Caponio y Quarin
(1987). Presenta espiguillas de mayor tamafio que la ssp. flavescens asi como cantidad
mayor de nervaduras en lema y péalea (Caponio y Quarin, 1987). Es sexual con un
sistema reproductivo fuertemente autdgamo (Hickenbick y Flores 1992, Speranza 2009).
Presenta cualidades como forrajera que la han hecho una especie de interés siendo objeto
de estudio en varios trabajos mostrando variabilidad y potencial para la produccion de
forraje (Da Costa y Scheffer-Basso 2003a, Da Costa y Scheffer-Basso 2003b, Baréa y
Scheffer-Basso 2007) y muestra una excelente produccion y geminacion de semillas
(Souza-Chies y Cavalli-Molina 1995, Baréa y Scheffer-Basso 2007). Este biotipo
presenta un nivel de dormicién de las semillas menor al de flavescens y otros biotipos
(Glison et al., 2014).

f. P. dilatatum biotipo Vacaria

Paspalum dilatatum Vacaria fue descrito por primera vez en 1968 (Moraes-
Fernandez et al., 1968). Es originario de la region de “Campos de Cima da Serra” en la
provincia de Rio Grande del Sur y el Planalto Catarinense (Valls y Pozzobon, 1987).
Desde el punto de vista agronémico posee gran potencial forrajero y es un componente
importante en las pasturas naturales (De Patta Pillar et al., 2009) y sin embargo es la
menos estudiada. Se han reportado la hibridacion natural entre el biotipo Vacaria y P.
urvillei en las aéreas donde estos son simpatricos (Valls y Pozzobon 1987, Speranza
2009). En la actualidad se ha vuelto dificil encontrar poblaciones del biotipo Vacaria
debido a la alta perturbacion ambiental y la mayor aptitud de los hibridos
interespecificos con P. urvillei para competir en condiciones de perturbacion (De Patta
Pillar et al., 2009).

g. P. dilatatum spp. flavecens

Paspalum dilatatum ssp. flavescens se distribuye en el sur de Uruguay y noreste
de la provincia de Buenos Aires en la Republica Argentina (Rosengurtt, 1970). Presenta
un menor potencial forrajero y su pico de produccion de forraje es mas primaveral que



en la ssp. dilatatum (Millot, 1969). Esta informacion se ha basado en unas pocas
poblaciones poco representativas (Millot 1969, Burson et al. 1973, Alonso y
Monterubbianesi 2006). Su caracterizacion molecular mostro que el biotipo es altamente
autdgamo (Speranza, 2009) y la variabilidad genética se encontro repartida por igual
tanto entre como dentro de las poblaciones, sin una estructura geogréafica determinada.
Las poblaciones estan en ocasiones formadas por una sola linea pura o grupos de lineas
puras genéticamente divergentes. La Facultad de Agronomia cuenta con una extensa
coleccion de la especie que esté siendo caracterizada y a partir de la cual se desarrollarg,
en base a la caracterizacion molecular y morfoldgica, una coleccién mas reducida para
ser evaluada agronémicamente.

h. P. urvillei

Paspalum urvillei es nativa en Argentina, Brasil y Uruguay y ademas se la
puede encontrar en zonas templadas del globo donde se comporta como subespontanea
(Sénchez, 1981), convirtiéndose en algunos casos en maleza (CABI, 2014). Se han
realizado estudios de caracterizacibn molecular y morfolégica de la especie
principalmente en la zona de Rio Grande del Sur donde es muy abundante en zonas
perturbadas (Scheffer-Basso et al. 2002, Sawasato et al. 2008). Es una planta apetecible
como forrajera durante su periodo vegetativo, mientras que en su etapa reproductiva
disminuye la relacion hoja-tallo reduciéndose la calidad (Scheffer-Basso et al., 2002). Se
la ha propuesto como buena productora de heno dada la gran cantidad de materia seca
que es capaz de acumular en un corto periodo de tiempo resultado de su alta tasa de
crecimiento y el tamafio de las matas. Otro importante punto que llama la atencién en P.
urvillei es la gran resistencia a la infeccion con Claviceps. Caponio y Quarin (1990)
cruzaron Virasoro y P. urvillei generando variabilidad que ha sido utilizada en el
mejoramiento (Schrauf y Blanco, 2003). Algunas accesiones de P. urvillei presentan una
muy baja susceptibilidad a Claviceps (Madina y Schrauf, 1999). Institutos publicos de la
region se encuentran trabajando sobre esta especie (Universidad de Buenos Aires.
Facultad de Agronomia. Catedra de Genética. UdelaR. Facultad de Agronomia, Instituto
de Botanica del Nordeste).

i. P.dasypleurum

Paspalum dasypleurum se distribuye en el centro y sur de chile desde la V hasta
la X regidn, esta es la distribucion més austral del grupo (Zuloaga y Morrone, 2005) y es
comun en Chile aunque ocurre ocasionalmente en Argentina (Zuloaga y Morrone, 2005).
Su citologia y comportamiento reproductivo han sido descritos (Quarin y Caponio,
1995), aunque la especie no ha sido muy estudiada. Su sistema reproductivo
posiblemente sea menos autdogamo que el de las otras especies (Speranza, 2009). No se
conocen trabajos de caracterizacion molecular o morfolégica asi como de utilizacién y/o
manejo para esta especie. En Uruguay ha sido dificil cultivarla a campo (observaciones
personales Speranza).



J. Homologia gendmica

Debido a que todos estos materiales presentan formulas gendmicas equivalentes
y un alto grado de apareamiento entre sus cromosomas, en conjunto representan una
reserva de germoplasma de enormes dimensiones. A esto se agrega la homologia
cromosOmica parcial que muestran con las especies de Paspalum del grupo Virgata
(Burson et al. 1978, Burson et al. 1982), que convierte a este grupo Dilatata, en un Gnico
y gigantesco acervo genético que puede ser explotado en diferentes combinaciones para
obtener cultigenos adecuados a una amplisima gama de ambientes y propdsitos
productivos.

5. Apomixis

La apomixis formalmente conocida como agamospermia es un fenémeno que
ocurre en el ovario de algunas Angiospermas Yy su resultado es; La reproduccion asexual
a través de semilla. Nogler (1984) la clasifica en esporofitica y gametofitica
respondiendo al origen de la célula a partir de la cual se desarrolla el embrion. Lo que
determina la necesidad de fecundacion para el desarrollo del embrion o para el
desarrollo del endospermo (Nogler 1984, Savidan 2000). La apomixis se encuentra
distribuida en 300 especies de 35 familias de plantas (Bashaw y Hanna, 1990) abarcando
desde especies silvestres como Taraxacum a cultivos de importancia econémica como
los citricos. La apomixis es comun en especies forrajeras estivales encontrandose
especificamente en 11 de 20 géneros de importancia (Carrillo, 2010).

La posibilidad de propagar un clon por medio de semilla resulta muy atractivo
dadas las facilidades y ventajas que presenta para su manejo (Barcaccia y Albertini,
2013). Lo que resulta mas atractivo para los mejoradores es la posibilidad de fijar
genotipos hibridos facilitando el manejo y reduciendo los insumos necesarios para la
produccion de semilla (Barcaccia y Albertini, 2013). Dando la posibilidad de utilizar
hibridos en cultivos donde no es rentable hacerlo o cambiando la propagacién vegetativa
de los cultivos clénales a multiplicacién por semilla (Barcaccia y Albertini, 2013).
Algunos autores sugieren que la transferencia de la apomixis a cultivos mayores
significaria una revolucion similar a la revolucion verde, cambiaria los sistemas de
produccidn, mejoraria el acceso de paises subdesarrollados al germoplasma y aumentaria
la diversidad del germoplasma utilizado (Jefferson, 1994). Existe un abanico de
propuestas para el uso de la apomixis en la agricultura, las consecuencias del uso de la
apomixis no son claras y las ventajas son relativas.

Hasta la fecha no se ha logrado trasferir con éxito la apomixis a cultivos
mayores a partir de parientes silvestres (Savidan, 2000). Esto se debe principalmente a
que la apomixis se encuentra asociada a la poliploidia y/o hibridacion inter especifica y
se trata de un caracter de herencia simple con estructura compleja asociado a regiones
cromosOmicas y grupos de expresion (Barcaccia y Albertini, 2013). Carman (1997)
propone que la apomixis se debe a desajustes en la expresion de genes asociados a la



regulacién de la reproduccion como consecuencia de la hibridacion interespecifica y la
poliploidia. Los resultados en la transferencia de la apomixis no han sido exitosos
augurando que la apomixis es una herramienta tedrica que no es viable de ser utilizada
en la practica.

El mejoramiento de especies apomicticas y sus intentos de ser utilizada o
transferida a cultivos ha sido infructuosa. En torno a las especies apomicticas naturales
existen asociadas especias emparentadas las cuales se han estudiado de manera
secundaria como parte del complejo al que pertenece la especie apomictica. Se
desconoce el potencial de las especies emparentadas, existe la posibilidad de que la
respuesta a los problemas planteados se encuentre estas especies. Sin que la utilizacién
directa de la especie apomictica la cual resulta imposible mejorar sea necesario.

6. Domesticacion

Los cultivos actuales son el resultado de un largo proceso de domesticacion
producto de presiones de seleccidén impuestas por el ambiente modificado en que se
desarrollan. En la actualidad los proyectos que tienen como objetivo domesticar una
nueva especie insumen mucho tiempo, esfuerzo y dinero. Sin embargo, existe abundante
literatura sobre los procesos de domesticacion de los cultivos mayores.
Aproximadamente 500 especies de plantas se han intentado domesticar en un proceso
que abarca aproximadamente diez milenios (Gepts, 2004). Este proceso ha producido un
conjunto de cambios en la morfologia y la fisiologia de las plantas, compartido por los
cultivos conocido como sindrome de domesticacion (Harlan, 1992). Algunas
caracteristicas del sindrome son, pérdida de la forma de dispersion natural, aumento en
tamafio del grano, pérdida de la dormicion, respuesta al fotoperiodo, entre otras
caracteristicas que facilitan el desarrollo en cultivo. Muchas de estas caracteristicas son
recesivas y con caracter deletéreo en la naturaleza. En consecuencia los cultivos
domesticados no son competitivos en ambientes naturales, en contrapartida el hombre es
dependiente del alimento producido por los cultivos, generando una relacion de
mutualismo entre la civilizacion y los cultivos (Gepts, 2004).

Las especies forrajeras perennes presentan un grado de domesticacién
incipiente (Gepts, 2004). En estas especies la domesticacion comenzd mucho después
que en cultivos de grano, consecuencia de que la utilizacion se limitada al uso de
pasturas naturales como forraje. Con el incremento de la poblacion y consiguiente
aumento del area necesaria para cultivo surge la necesidad de mejorar la produccion de
pasturas aprovechando mejor la superficie disponible, para alimentar al ganado y rotar
con las areas de cultivo (Martino et al., 2008). La domesticacién de las especies
forrajeras tiene objetivos de seleccion distintos a los que se pueden tener en cultivos para
grano. Entre ellas las gramineas perennes de ciclo estival presentan un mayor rezago
debido a que es comun en estas especies la ocurrencia de apomixis e hibridacion
interespecifica, lo que dificulta el mejoramiento convencional (Bashaw y Hanna, 1990).
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Las especies forrajeras comparten algunos caracteres del sindrome de domesticacion con
los cultivos mayores pero cuando crecen en ambientes silvestres no es posible distinguir
a simple vista si se trata de poblaciones naturales o cultivares (Gepts, 2004). Este
conjunto de situaciones lleva a que hablar de domesticacion en cultivos forrajeros sea un
tema de interés para un pais como Uruguay donde el ecosistema dominante es la pradera
esta es una via para utilizar y valorizar nuestros recursos fitogenéticos.

En la actualidad se pueden definir una serie de pasos a seguir para domesticar
una especie. EI conocimiento de los procesos bioldgicos y la posibilidad de aplicar una
gran cantidad de técnicas de apoyo permiten reducir el tiempo de trabajo sobre una
especie con potencial (Harfouche et al. 2012, Walter et al. 2012, Shapter et al. 2013).
Por tanto se facilita la identificacion del potencial para ser domesticada de una especie.
Conocer los factores que determinan los niveles de dormicion mejora las posibilidades
de domesticacion para una especie en particular (Adkins et al., 2002). Representando
una ventaja cumplir con las etapas de evaluacién y desarrollo de tecnologia, dado que
aumenta las posibilidades de éxito en el proceso de domesticacion.

7. Germoplasma

Determinar el potencial para ser domesticada de una especie, depende de la
capacidad del programa para lograr una muestra representativa de la variabilidad
existente. Entonces lo importante en una coleccidn es lograr colectar una muestra capaz
de captar y evaluar la diversidad biol6gica presente. La colecta de germoplasma se
apoya en el conocimiento sobre la especie que permite por ejemplo las caracteristicas
reproductivas de la especie, nivel de ploidia, parentesco con especies cercanas,
diversidad genética, estructuracién geografica, etc. En base las caracteristicas
particulares de cada especie, se define la tactica idonea para obtener la coleccion, asi
como su posible optimizacién a futuro.

La utilizacion de una coleccion de germoplasma queda restringida a la
informacién que del mismo se posea. Por esta razon los organismos encargados de la
curacion de los bancos internacionales de germoplasma presentan grandes esfuerzos en
la elaboracion de guias y lineamientos para la caracterizacién del germoplasma
(Biodiversity International, 2007). La caracterizacion es la descripcion de la variacion
existente para caracteres morfolégicos y fenoldgicos de alta heredabilidad (Hintum Van,
1995). Estas caracteristicas se evallan por medio de descriptores (Abadie y Berretta,
2001). Se trata de ensayos que insumen mucho tiempo y dinero, por lo tanto se toman en
cuenta todos los factores que pueden incidir sobre la precision, planeandolos de forma
de aprovechar al maximo la oportunidad (Van de Wouw et al., 1999). En base a la
diversidad de la coleccion, sistema reproductivo, estructuracion geogréafica y caracteres
que se desea medir se toman decisiones sobre el disefio del ensayo de caracterizacion. Se
decide el nimero de poblaciones, el numero de individuos, evaluacion de individuos o
parcelas, nimero de bloques, repeticiones y localidades necesarias para mantener la
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representatividad genética y el nivel de precision deseado. Una vez definidos los
términos y condiciones del ensayo, este se implanta en el campo experimental.

La caracterizacion morfoldgica es el paso mas importante en cadena evaluacion
ya que es la etapa que define el producto con el que se seguira trabajando. La falta de
precision en la caracterizacion morfolégica o la eleccion incorrecta de los descriptores
puede ser problematica, ocasionando la incorrecta interpretacion de la informacion
recabada, condicionando todo el trabajo futuro del programa al resultado obtenido en
esta etapa.

La caracterizacién agrondmica es el segundo paso en el proceso de evaluacion.
Este paso necesita partir de materiales pre evaluados debido a que existe un limite en la
cantidad de materiales que es viable evaluar. Se continGa a partir de la eleccion de unas
pocas lineas promisorias que seran utilizadas en ensayos enfocados en medir
caracteristicas de menor heredabilidad con importancia productiva. Entonces el disefio
de los ensayos se hace con repeticiones dentro y entre distintas localidades. A partir de
la evaluacion agrondémica se selecciona un nimero menor de lineas o poblaciones con
las que se continta el proceso de evaluacién. Los materiales evaluados que son
desestimados para continuar en el proceso de evaluacién, poseen asociada informacion
de evaluacion extra que podrian ser util en el futuro como germoplasma de apoyo al
programa.

La ultima etapa de evaluacion de los materiales se realiza en condiciones de
produccién con tamafios de parcela emulando el ambiente de produccion. En estos
ensayos se evallan unas pocas lineas para conocer su comportamiento productivo en
situaciones similares a las que se espera que se desarrolle el cultivo de la especie. A
partir de esta etapa se realizara la seleccién de la linea o poblacion que sera propuesta
para continuar trabajando hacia su liberacion al mercado.

El conocimiento del germoplasma disponible para el mejoramiento genético es
la base para lograr la incorporacion de la diversidad genética existente. Hacer un uso
eficiente de la misma para hacer frente a los cambios en el ambiente asi como para
responder a las necesidades de los agricultores. La diversidad genética, su conocimiento
y resguardo, asi como la comprension de los fendmenos que afectan la distribucion
natural de la diversidad es importante para la sustentabilidad de los sistemas de
produccion.

8. Propiedades de los descriptores

En toda la etapa de evaluacién de la diversidad genética a nivel morfoldgico se
utilizan los llamados descriptores. Segun la definicion de Biodiversity International
(2007) “Atributo, caracteristica o estado medible que puede ser observado en una
accesion de un banco de germoplasma. Es utilizado para facilitar la clasificacion,
almacenamiento, rescate, intercambio y uso del material.” El descriptor esta compuesto
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por un nombre, un estado observable o mensurable (lanceolada, oblonga, o longitud en
cm) y el método que especifica, donde, cudndo y cdmo debe medirse el descriptor. Los
descriptores permiten tener claridad en la comunicacion y hacer eficiente el trabajo de
campo en los trabajos de caracterizacion (Biodiversity International, 2007). Un
descriptor atil es aquél que es capaz de detectar la variabilidad explicada por efectos
genéticos en una coleccion.

Ese han desarrollado listas de descriptores para una gran cantidad de cultivos,
estas cumplen con el objetivo de ser una guia en los procesos de evaluacion
(Biodiversity International, 2007). Son utilizadas para describir la variabilidad presente
en una coleccion diferenciando individuos o poblaciones, facilitando el intercambio de
informacion entre cientificos y optimizando la colecta de datos (Abadie y Berretta,
2001). Estas proveen informacion util y relevante para las distintas etapas del manejo del
germoplasma desde la colecta hasta el registro de cultivares (Biodiversity International,
2007). Para ser incorporados en una lista los descriptores deben cumplir con
determinados requisitos de delimitacion, con la finalidad de ser utilizados y
comprendidos por cualquier evaluador que trabaje en la especie. En el caso de especies
silvestres para las que no existen listas de descriptores disponibles las evaluaciones de
germoplasma deben de realizarse eligiendo descriptores en base a conocimiento en
especies emparentadas, antecedentes de trabajos previos y consultando expertos en la
especie. A su vez la lista de descriptores utilizada depende de la etapa en que se
encuentre el programa y de los objetivos del evaluador.

9. Diversidad genética

a. Dinédmica de las poblaciones naturales

Las poblaciones naturales se encuentran bajo un continuo de adversidades a las
que deben de hacer frente, las cuales determinan el nivel de la presion de seleccion
ejercida por el ambiente sobre la poblacion. EI ambiente pone los limites y la poblacion
debe responder adaptando su comportamiento a esta limitante o exceso. Esta
variabilidad ambiental permite a los genotipos dentro de la poblacién acumular cambios
que permiten hacerle frente a la heterogeneidad espacial. La acumulacion de esta
variacion individual se conoce como variabilidad genética (Franco y Hidalgo, 2003). De
la combinacion de la presion de seleccion, heredabilidad y variacion molecular en la
poblacién surge la respuesta a la seleccién de la poblacién. Dos poblaciones con
presiones de seleccion diferentes y con un nivel de flujo génico inferior a la presion de
seleccion para una caracteristica tenderan a diferenciarse para esta caracteristica.

La diversidad genotipica es el resultado de la accién de la mutacion, seleccion,
flujo y deriva génicos, los cuales son afectados por los mecanismos de dispersion, modo
de reproduccién e historia de vida de la especie en particular (Slatkin, 1994). La
distribucion de la variabilidad genética en el espacio se ve afectada por diferentes
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factores que acttan en conjunto teniendo efectos en la distribucion de la diversidad para
cada especie (Hamrick y Godt, 1996). El sistema reproductivo y los factores
demograficos muestran importantes efectos sobre la estructura de las poblaciones
(Loveless y Hamrick, 1984). Las especies alégamas presentan mayores niveles de flujo
génico y como consecuencia una menor diferenciacion entre poblaciones, mientras que
en especies autdgamas ocurre lo opuesto (Loveless y Hamrick 1984, Hamrick y Godt
1996, Crnokrak y Merild 2002, McKay y Latta 2002, Leinonen et al. 2008). Los factores
demogréficos que afectan la estructura genética son los que tienen efecto sobre el
numero efectivo poblacional (Ng). Dentro de estos se encuentran, el ciclo de vida, la
dormicion en las semillas, la forma de dispersion de las semillas, etc. El sistema
reproductivo es el principal determinante de la estructura poblacional (Loveless y
Hamrick 1984, Hamrick y Godt 1996). Este efecto es muy importante en especies
autogamas debido al efecto directo que presenta la autofecundacién sobre el N, (Pollak
1987, Nordborg 2000).

La variacion existente en una poblacion se puede medir utilizando distintos
estimadores de la diversidad genética como el nimero de alelos por locus, heterocigosis
esperada, heterocigosis observada (Hoglund, 2009). La heterocigosis esperada es un
parametro poblacional que expresa el nivel de heterocigosis que se espera encontrar en
una poblacion a partir de las frecuencias alélicas existentes, bajo el supuesto de que la
poblacién se encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg. Los cambios en el N, afectan por
consecuencia las frecuencias génicas de la poblacion lo que se reflejan en la
heterocigosis esperada (Loveless y Hamrick, 1984). La heterocigosis esperada en una
poblacion se encuentra correlacionada positivamente con el nimero promedio de alelos
por locus (Eckert et al., 2008). La heterocigosis observada es la heterocigosis
efectivamente encontrada en la poblacion la comparacion de ambas heterocigosis
permite determinar el Fis el cual es el coeficiente de endogamia de una poblacion
(Wright, 1943). El Fis observado en una poblacion depende de las frecuencias génicas y
del sistema reproductivo de la especie.

La diversidad genética interactla con el espacio geografico y su distribucién no
es uniforme a través del rango de distribucion de la especie. Las poblaciones que se
encuentran en los bordes del area de distribucion presentan mayor probabilidad de
diferenciarse genéticamente y mostrar menor diversidad genética que las poblaciones en
el centro del area de distribucion (Eckert et al., 2008). Las poblaciones en los bordes del
area de distribucion presentan un N menor lo que aumenta el efecto de la deriva
genética, como consecuencia presentan menor diversidad intrapoblacional y ocasiona
una fuerte diferenciacion genética (Vucetich y Waite, 2003). Posibles consecuencias de
esta situacién son, la fijacion de alelos raros, estos pueden ser neutrales, deletéreos o
favorables, es probable que suceda adaptacion imperfecta (Excoffier et al., 2009). Las
variantes raras recesivas 0 con baja eficiencia pueden perderse por eventos de
recolonizacion (Excoffier et al., 2009). Es necesario conocer como se genera la
variabilidad observada y como interacttan los factores que definen la distribucion de la
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variabilidad y de esta manera poder hacer un uso eficiente de los recursos geneticos
enfocando los esfuerzos y valorizando los recursos de una manera eficiente (McKay y
Latta, 2002).

b. Estructura poblacional de la diversidad molecular (Fst)

El nivel de diferenciacion entre dos poblaciones para un caracter neutro es
producto de la interaccion entre la migracion y la deriva génica. El flujo de genes
mantiene la homogeneidad entre las poblaciones, por lo tanto el grado de diferencia es
funcién del flujo de migrantes, la presion de seleccion sobre los migrantes. La deriva
génica cambia las frecuencias génicas al azar, la magnitud y velocidad del cambio esta
dada por el tamafio efectivo de la poblacion. En poblaciones con un N, pequefio el
efecto de la deriva se observa en unas pocas generaciones fijando alelos con una
probabilidad igual a q. En poblaciones con N, grandes es necesario un mayor numero de
generaciones para detectar su efecto. La autofecundacion acelera el proceso de reduccion
del N a una tasa constante dependiente del coeficiente de autofecundacion (Pollak 1987,
Nordborg 2000). Dos poblaciones muy alejadas entre las que no exista la posibilidad de
migracion se diferenciardn por accion de la deriva génica variando las frecuencias
génicas al azar en cada poblacion.

La diferenciacion genética, la estructura genética y dindmica evolutiva de las
poblaciones puede ser estimada por medio del Fgr (Holsinger y Weir, 2009). Este
estimador fue desarrollado como un indice de fijacion por Wright en 1943. Forma parte
de un grupo de tres estimadores interrelacionados F;, Fsr Y Fis (Wright, 1951). El F;;
representa la correlacién entre gametos dentro de un individuo con respecto a la
poblacion; el F;s representa la correlacion entre los gametos que forman un individuo
con respecto a la sub-poblacion a la que pertenece y el Fyr representa la correlacion
entre gametos tomados al azar dentro de una subpoblacion con respecto a dos gametos
tomados al azar en la poblacion (Holsinger y Weir, 2009). Se han propuesto y
desarrollado diferentes estimadores del Fg en respuesta a distintos casos y situaciones
como, Gst (Nei 1972, Nei 1973), ®ST (Excoffier et al., 1992), R (Slatkin, 1993), O
(Weir y Cockerham, 1984). Este ltimo estima la co-ancestria entre alelos tomados al
azar dentro de una misma subpoblacion con respecto a la poblacién. En este desarrollo
de Cockerham y Weir (1984) el Fg; es relacionado y estimado a través de los
componentes de varianza entre y dentro de poblaciones.
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Se calcula como:

F. —Gg
T =
ST7 62 + 02
Siendo:
af Varianza entre las poblaciones.

2 Vari d de blaci las f ias aléli
o, Varianza dentro de las poblaciones para las frecuencias alélicas.

El Fgr permite conocer los patrones de flujo génico y estructura poblacional
para caracteres neutros.

c. Estructura poblacional de la diversidad morfolégica (Qst)

El Qs es un estimador con andlogo al Fg; pero calculado para caracteres
cuantitativos y se calcula en base a la varianza aditiva de la poblacién utilizado por
Spitze (1993). Permite obtener una medida estandarizada de la diferenciacion genética
entre las poblaciones para caracteres cuantitativos. Se calcula como:

A+ NHap
1+ f)og + 202

Qs (Bonnin et al., 1996).

Siendo:

f coeficiente de endocria en los individuos de la poblacion,

of varianza entre las poblaciones,

a2 varianza dentro de las poblaciones para los caracteres cuantitativos

En este escenario un caracter cuantitativo neutral con una base genética aditiva
presentara valores de Q¢ Similares a los que se pueden encontrar en la misma poblacion
para el Fst obtenido en base a un locus neutral (Merild y Crnokrak 2001, Leinonen et al.
2013).

d. Comparacién entre la estructura poblacional para caracteres morfologicos vs
moleculares (Qst VS Fst)

Las diferencias observadas entre las subpoblacidnes para caracteres neutros son
explicadas por el flujo y la deriva génica esto permite que el Fsr sea utilizado como
hipdtesis nula contra la que contrastar (Leinonen et al., 2013). La comparacién es
posible asumiendo la completa neutralidad de los marcadores moleculares y como
iguales las tasas de mutacion de todos los alelos estudiados (moleculares y
morfoldgicos). El contraste de los valores de Qg y Fgr permite determinar si la
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variacion entre poblaciones para caracteres morfologicos es igual a la esperada bajo
neutralidad. Por lo tanto evidencia si la seleccion actla sobre un caracter morfoldgico en
las distintas poblaciones estudiadas ayudando a comprender el desarrollo evolutivo de la
especie.

Cuando la seleccion actua sobre los caracteres morfologicos puede hacerlo de
dos formas, puede existir la misma presion de seleccion sobre todas las poblaciones
(seleccion estabilizadora) o puede existir diferencias en las presiones de seleccion para
distintas poblaciones (Seleccion Divergente) (Merild y Crnokrak, 2001). Estas dos
posibilidades afectan la variacion existente entre las poblaciones. La seleccion
estabilizadora reduce la variabilidad entre las poblaciones mostrando una menor
varianza entre las poblaciones que la esperada por migracion y deriva (igual al Fsy),
entonces cuando el Qg s menor al Fsr las poblaciones se encuentran bajo seleccion
estabilizadora (Merild y Crnokrak, 2001). La seleccién divergente aumenta la varianza
entre las poblaciones. Como resultado la estimacion del Qg es mayor al Fgp. L0S
caracteres responderan de manera diferente frente al ambiente y las presiones de
seleccion, por lo tanto el balance entre la deriva y la seleccion es caracteristico del
caracter analizado e independiente entre caracteres (McKay y Latta, 2002). La
comparacion de estos indicadores nos permite determinar la historia evolutiva de los
caracteres cuantitativos y las diferentes estrategias de distribucion de la diversidad
genética
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I1l. MATERIALES Y METODOS

A. MATERIAL VEGETAL

1. Coleccioén

Se parte de una coleccion de P. dilatatum ssp. flavescens colectada durante la
década de los “90 en el &rea de distribucién de la especie en Uruguay (Figura No. 1). La
coleccidn se realizé colectando poblaciones en los bordes de rutas y caminos debido a
que es imposible distinguir entre las subespecies en zonas bajo pastoreo. En el momento
de la colecta se sospechaba que el sistema reproductivo de la especie era autdgama,
tomando en cuenta esto se maximizo el nimero de individuos colectando una panoja por
individuo. La coleccidn se encuentra almacenada en el Banco de Germoplasma de la
Facultad de Agronomia.

Hs:2 W os
W37 s
H7s ‘
e )
\ 57 Q>
M8 uT m”’ - ' \S@
. o5 S 4 ‘P\\o
- - 50 . 72 g @ O\a
] : Ve
o4 ., N
Rio de la Plata

Figura No. 1. Ubicacion geografica de las poblaciones analizadas, () Punto
donde la poblacion fue colectada, NUmero; identificacion de la poblacion.

Parte de la coleccion fue caracterizada por Speranza (2009) con marcadores
moleculares, confirmando el sistema reproductivo autdgamo de P. dilatatum ssp.
flavescens, por este motivo cada individuo de cada poblacion es considerado una linea
pura diferente.

2. Sintesis de la coleccion viva

Durante la primavera del afio 2010 las lineas fueron germinadas siguiendo el
protocolo de germinacion descripto por Glison et al. (2014). Se trasplantaron en macetas
en invernaculo. Las lineas se cultivaron durante una generacion en invernaculo en
condiciones similares para evitar efectos maternos asociados al ambiente de origen. La

18



cosecha de la semilla se realizd manualmente en cada linea. Fue almacenada en un sobre
identificado con el nimero de linea y fecha de cosecha. Los sobres de una misma fecha
de cosecha fueron guardaros juntos en una bolsa con cierre hermético conteniendo gel de
silice. Cada cabeza de linea se hizo germinar y posteriormente fue trasplantada a tubetes
durante el otofio-invierno de 2011, con un namero suficiente de individuos para cumplir
con las necesidades del ensayo.

3. Instalacion del ensayo

La coleccidn se instalé en el campo durante diciembre de 2011 en un disefio de
bloques generalizados incompletos de plantas aisladas. EI mismo se encontraba repetido
en dos localidades, en el campus de la Facultad de Agronomia en Sayago, Montevideo, y
el Centro Regional Sur en San Jacinto, Canelones. En cada localidad se instalaron 3
blogues con 2 repeticiones por linea para cada genotipo. Cada individuo se instald en el
centro de una parcela con 0.9 m. de largo y 0.6 m. de ancho. El ensayo se conformé por
12 poblaciones con 8 a 14 lineas por poblacion y 8 a 12 individuos por linea.

4. Caracterizacion morfoldgica

a. Numero de medidas por caracter

Previo a la caracterizacion morfolégica se realiz6 un analisis de datos de
experimentos anteriores sobre la misma especie de manera de poder determinar el
namero de submuestreos (No. de panojas por planta, No. de macollos por planta), para
obtener una buena precision. Para los caracteres vegetativos largo y ancho de hoja la
cantidad de submuestreos fue de 5 y la cantidad de submuestreos para caracteres
reproductivos fue de 3. El Unico caracter fenoldgico registrado fue la fecha de floracion.
Para definir la fecha de floracion se registro la emergencia de panojas en las lineas hasta
10 panojas totalmente emergidas cuando se considero a la planta en floracién. También
se registro la fecha de floracion a partir de la quinta panoja emergida con el objetivo de
comparar la efectividad para ambos métodos.

b. Toma de medidas

Los caracteres vegetativos fueron tomados sobre las plantas en el campo con las
plantas con 3 meses de instaladas durante marzo de 2012. Durante abril de 2012 con las
plantas en estado reproductivo se cosecharon 3 panojas por cada planta las cuales se
almacenaron y fueron medidas con posterioridad en el laboratorio. De la semilla
desprendida de las panojas medidas se tomaron 3 semillas por cada individuo.
Posteriormente se digitalizaron mediante escaneo y fueron medidas utilizando el
programa ImagelJ plus (Abramoff et al., 2004).
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c. Variables medidas

Cuadro No. 1. Lista de caracteres y relaciones morfolégicas evaluadas en la
poblacién de P. dilatatum ssp. flavescens.

Variable Unidad ' Significado
Variables Reproductivas
NRC Racimos Numero de Racimos de la Panoja
cm. Largo del raquis, medido desde la insercion del
LR primer racimo basal hasta la insercion del Gltimo
racimo
LRC1 cm. Largo del primer racimo
LRC2 cm. Largo del segundo racimo
LRC3 cm. Largo de tercer racimo
LRC4 cm. Largo del cuarto racimo
LR:NRC cm./Racimo  Separacion promedio entre racimos.
LRCL:NRC cm./Racimo Lar_go del primer racimo afectado por el nimero de
racimos
-- Informa aproximacion a la reduccion de tamafio
DIFPROM progresivg en la panoja.
LRCLLR - Informa sobre la variacion en_el largo de los racimos
con respecto al largo del raquis.
SIMETRIA cm? Diferenpias entre el .tamaﬁo del primer racimo y el
promedio de los racimos
LE mm. Largo de Espiguilla
AE mm. Ancho de Espiguilla
Variables Vegetativas
LH cm. Largo de Hoja
AH cm. Ancho de Hoja
Variables Fenoldgicas
Floracion 10 Dias
(FLOR10) Floracion hasta 10 panojas
Floracion 5 Dias
(FLOR5) Floracion hasta 5 panojas
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B. CARACTERIZACION MOLECULAR

Durante el verano de 2011 se colectaron hojas de las plantas cabeza de linea las
cuales se secaron y almacenaron con gel de silica. A partir del tejido seco se extrajo
ADN mediante el protocolo propuesto por Doyle (1987), Collins y Symons (1992),
posteriormente fue almacenado en congelador a -20 C. Se eligieron 6 pares de cebadores
de microsatellite entre los reportados para la especie (Speranza y Malosetti, 2007). La
amplificacion de fragmentos se realiz6 por medio de PCR utilizando iniciadores
extendidos con M13 (Boutin-Garnache et al., 2001). La reaccién de PCR consistio en
PCR tampon 1X, 15 mM de MgCI2, dNTPs 0.15 mM, 0.8 puM M13, 0.05 uM de
cebador iniciador, 0.81 uM de cebador reverso, 0.6 U/ pL de Tag. La amplificacion para
todos los cebadores fue llevada a cabo con un ciclo con dos etapas similar al reportado
por Speranza y Malosetti (2007). El producto de amplificacion se corrié en un gel de
agarosa ([1.5%]) de manera de confirmar la presencia del fragmento objetivo.
Confirmada la amplificacion, las muestras fueron acondicionadas y enviadas al servicio
de secuenciacion del instituto Pasteur de Montevideo. La lectura y genotipado se realizé
con el programa Peak Scanner™ Software Version: 1.0 © Copyright 2006. Applied
Biosystems.

Con los resultados por genotipo se configuré una matriz de datos para el
programa GENALEX 6.3.2 y otra matriz para el programa Structure 2.3.0. Se calcul6 la
heterocigosis esperada, nimero promedio de alelos por locus y el analisis de la varianza
molecular (AMOVA) a partir del cual se extrajo la particion de la varianza molecular
entre y dentro de las poblaciones para calcular el Fg; utilizando el complemento para
Microsoft Excel GenAlEx 6.3.2.

El programa informatico Structure (Pritchard et al., 2000) fue utilizado para
determinar la ancestria y mezcla de posibles pools genéticos existentes. EI K (NiUmero
de cluster de agrupamiento) fue calculado para el rango de 2 a 9 poblaciones con 10
iteraciones para cada poblacion. La simulacion fue llevada a cabo con 100000 corridas
burn-in y 500000 replicaciones MCMC. Posteriormente se calcul6 el K optimo a partir
del procedimiento descripto por Evanno et al. (2005) y se volvio a correr la simulacion
para el nimero de poblaciones 6ptimo.
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C. ANALISIS ESTADISTICO

La estimacidn de los componentes de varianza se realizo utilizando el modelo:

Yijkimn=H *+ Li+ Bji) + P+ Gig) + €ijam + Sijiimn

[ ]
—_— e =
—_—
o
—_
o

e o o
-
N

n:1,23,4,5.

Donde Yijumn €s la variable de respuesta de la i-ésima localidad, j-ésimo bloque
dentro de localidad, k-ésima poblacién, I-ésimo genotipo dentro de poblacién, m-ésima
parcela dentro de bloque y n-ésima medida. Representando: p: Media general, L;: Efecto
de la i-ésima localidad Bj;): Efecto del j-ésimo bloque en la i-esima localidad, Py: Efecto
de la k-esima poblacion, Gyy): Efecto del I-ésimo tratamiento, Eijkirmn; Error experimental,
6.,k|mn Error de sub-muestreo. Asumiendo que: Py. v.a. 11d N (0; 6%), Gigy: v.a. iid ~ N
(0; %), Eijkim: v.a. 1id ~ N (0; %), Sijkimn: V.a. iid ~N (0; ¢ %5). El analisis se realiz6 con el
software estadistico SAS (SAS Intitute, 2004), aplicando el procedimiento PROC
MIXED para estimar los componentes de varianza asociados a poblacién (c%) y
genotipo (6%c).

1. Heredabilidad

Se estimaron los componentes de la varianza y se calculd la heredabilidad
segun Holland et al. (1999) para genotipos replicados en mas de una localidad. Se
estimo la heredabilidad en sentido amplio ya que se trata de lineas puras donde no es
posible descomponer la varianza genética.
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La heredabilidad se estimé en base a la siguiente ecuacion:

2
H? = %

2 0’2

(o)
2 £ ge
o —< R

47
re

Siendo:

o/ varianza genética para la poblacion.

0?2 varianza debida a efectos ambientales

o . varianza debida a los efectos de interaccién genotipo por localidad
02 varianza dentro de genotipo

e Localidades (ambientes)

r Repeticiones dentro de genotipo

2. Estructura poblacional para variables morfologicas (Qst)

Con los componentes de varianza entre y dentro de poblaciones fueron
estimados para el célculo del Qst (Bonnin et al., 1996).

1+ f)op
(1+ fof + 202

2
Qsr =
Siendo:
f coeficiente de endogamia de la especie
2 - -
o}, varianza entre las poblaciones

a2 varianza dentro de las poblaciones

3. Andlisis de correlaciones

A partir de las medias corregidas por genotipo se realizd un andlisis de
correlaciones para las variables evaluadas. El analisis se realizé utilizando el programa R
(R Development Core Team, 2011) la representacion gréafica se realizo utilizando el
paquete Lattice y la funcion Levelplot (Sarkar, 2008).
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4. Andlisis discriminante

a. Stepwise

Cuando se miden un conjunto de variables con el propdsito de discriminar
grupos surge la duda de cudl es la redundancia de las variables y cudles del grupo de
variables existentes poseen un mayor poder discriminante entre grupos (Jhonson, 1998).
Jhonson (1998) recomienda la utilizacion del método backward para la eleccion de
variables hasta un limite de 15 variables luego de las cuales es recomendable la
utilizacion del método Stepwise. Este método que permite realizar una seleccion de
variables se basa en la combinacion de los métodos de seleccion forward y backward.
Entre las variables medidas y relaciones calculadas el conjunto de variables analizado
alcanza el nimero de 17 variables. Por lo que se planted utilizar el procedimiento
Stepwise, para ello se utilizo el programa SAS con el procedimiento STEPDISC (SAS
Intitute, 2004).

d. Anélisis candnico

Una vez conocidas las variables que mejor diferencian a las poblaciones, se
busca la manera de detectar la diferencia entre las poblaciones. Como parte de los
analisis discriminantes se encuentra el método de analisis canonico en el que se
conforman variables canonicas que diferencian los grupos previamente determinados.
Este método busca las combinaciones lineales de variables que permitan obtener la
maxima diferenciacion entre grupos. Para este objetivo se utiliz6 el programa SAS (SAS
Institute, 2004) con el procedimiento CANDISC. Obteniendo un grupo de variables
discriminantes o candnicas de las cuales se tomaron las primeras tres. A partir de las
variables candnicas se utilizé el programa R (R Development Core Team, 2011) para
graficar pares de variables candnicas.
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IV. RESULTADOS

D. CARACTERIZACION MOLECULAR

El rango en la diversidad alélica (A) se encuentra entre 2-3,8 (Cuadro No. 2).
Los valores méas bajos se observan en las poblaciones 82, 95, 78 y 98, todas ellas con
valores de A menores a 2,3. Mientras que los valores mas altos para A se observaron en
las poblaciones 65, 68, 72, 50, 57 con valores entre 3,5y 3,8. La heterocigosis observada
(Ho) se encuentra cercana a cero en todas las poblaciones (Cuadro No. 2). La
heterocigosis esperada (H¢) se encuentra en el rango de 0,27 y 0,57. Las poblaciones 95,
78, 82 y 98, presentan con valores de He menores a 0,3. Mientras que las poblaciones 57,
72, 68 y 54 presentan valores de H, mayores a 0,5. Se estimo el Fst que tiene un valor de
0.36 (Cuadro No. 3).

Cuadro No. 2 Diversidad alélica (A), Heterocigosis observada (H,) y
Heterocigosis esperada (He) para cada una de las 12 poblaciones de P. dialtatum ssp.
flavescens

Poblacion A Ho He
50 3,5 0,03 0,49
57 3,5 0,02 0,59
64 3,8 0,01 0,52
66 2,5 0,00 0,38
68 3,7 0,05 0,56
72 3,7 0,00 0,57
78 2,2 0,00 0,28
79 3,0 0,00 0,45
82 2,0 0,00 0,29
87 2,7 0,02 0,45
95 2,0 0,00 0,27
98 2,3 0,00 0,30

Promedio 2,90 0,01 0,43

Diversidad alélica (A), Heterocigosis observada (H,), Heterocigosis
esperada (He).
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Cuadro No. 3 Analisis de la varianza molecular (AMOVA) para poblacion e
individuos de la poblacion de Paspalum dilatatum ssp. flavescens.

Fuente GL SC CM Var. % Var.
Entre Pob. 11 232,126 21,102 0,770 36%
Entre Indiv. 131 362,965 2,771 1,370 63%
Dentro de idiv. 143 4,500 0,031 0,031 1%

Total 285 599,591 2,172 100%

GL: Grados de libertad, SC: Suma de cuadrados, CM: Cuadrado medio, Var: estimacion
de la varianza, % Var. Proporcion de la varianza entre las poblaciones con respecto a la
varianza total.

Las poblaciones se muestran conformadas por individuos provenientes de un
solo pool génico como por ejemplo la poblacion 78, por individuos provenientes de mas
de un pool génico como en la poblacién 82 y por individuos formados por individuos
resultados de hibridaciones entre mas de un pool génico como la poblacion 64 (Figura
No. 2).

82

50 57 b4 66 68 72 ™ 79 a7 98

Figura No. 2. Representacion grafica de las probabilidades de pertenecia de cada
genotipo a cada grupo utilizando el programa STRUCTURE con un K de 5. Cada barra
vertical corresponde a un individuo, el color indica la probabilidad de pertenecer a un
pool génico particular para las poblaciones de P. dilatum ssp. flavescens analizadas.

La superposicién en el espacio de los resultados para Structure, A, He, muestra
un patron de disminucion de la diversidad a medida que nos acercamos al borde norte de
la distribucion de P. dilatatum ssp. flavescens (Figura No. 3, Figura No. 4, Figura No.
5).
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Figura No. 3. Distribucion geogréafica de los valores diversidad alélica (nGmero
promedio de alelos por locus) para las poblaciones de P. dilatatum ssp. flavescens.
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Figura No. 4. Distribucion de geografica de los valores de heterocigosis esperada
para las poblaciones de P. dilatatum ssp. flavescens.
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Figura No. 5. Distribucion geogréfica de las poblaciones de P. dilatatum ssp.
flavescens y su probabilidad de pertenecia a un grupo genético. Cada barra vertical
corresponde a un individuo y cada conjunto de barras representa una poblacion. Cada
color representa un pool génico diferente al cual el programa asigno cada individuo.

E. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

1. Heredabilidad

Para las variables se obtuvo un rango de heredabilidad de entre 0,4 y 0,78 que
se pueden considerar como valores moderados a altos (Cuadro No. 5). Los caracteres
con heredabilidades més bajas fueron ancho de espiguilla, largo de espiguilla y largo del
cuarto racimo (0,4, 0,43, 0,44, 0,47 respectivamente), mientras que los caracteres con
mayor heredabilidad son la LRC1:NRC, LR:NRC, largo del primer racimo, ancho de
hojay SIMETRIA (0,78, 0,76, 0,76, 0,74 y 0,71 respectivamente). La heredabilidad para
los caracteres de interés agrondmico fue alta, 0,65, 0,65, 0,74 y 0,69 para floracién 5,
floracién 10, largo y ancho de hoja respectivamente. Para caracteres como el largo y
ancho de la espiguilla los valores de heredabilidad fueron moderados coincidiendo con
los valores mas bajos registrados en el ensayo (0,4 y 0,43 respectivamente). Para los
caracteres medidos en la panoja y las relaciones calculadas a partir de las mismas el
rango de heredabilidad fue amplio (0,44 y 0,78). Las caracteristicas con heredabilidad
mas bajas dentro del grupo de variables fueron la DIFPROM Yy el largo de cuarto racimo
con heredabilidad de 0,44 y 0,47 respectivamente. Las variables con mayor
heredabilidad dentro de este grupo fueron la LRC1:NRC, largo del primer racimo,
LR:NRC y SIMETRIA con heredabilidad de 0,78, 0,76, 0,76 y 0,71 respectivamente. El
valor de heredabilidad para la LRC1:NRC se corresponde con el mas alto registrado en
el ensayo.
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2. Discriminacion de las variables (F)

Las variables morfoldgicas mostraron diferencias significativas para al menos
una de las lineas. Se utiliza el valor F como indicador de la capacidad de discriminacién
para clasificar entre lineas. Para el valor F por variable, el rango de valores se encuentra
entre 2.38 y 9.51 (Cuadro No. 5). EI mayor F se observo en las variables largo de hoja,
LR:NRC y ancho de hoja, con valores F de 9,51, 8,04, 6,91 respectivamente. Mientras
que los valores més bajos de F se presenta en las variables, DIFPROM, LRC1:LR, con
valores F de 2,38, 3,25 respectivamente (Cuadro No. 7). Dentro de las fechas de
floracién, floracion 10 (3,37) presenta un valor F menor que floracion 5 (4,14). Dentro
de las variables medidas en la panoja y sus relaciones muestran una mayor F, LR:NRC,
largo del primer racimo, LRC1:NRC, largo de raquis y el largo del segundo racimo.
Mientras que las que presentan menor capacidad de discriminacién son DIFPROM,
LRC1:LR, largo del racimo 4 y el nimero de racimos.

3. Correlaciones

El largo del racimo 1 presenta una correlacion entre 0,68 y 0,8 con las variables
largo de racimos 2, 3, 4, y con la LRC1:NRC y 5 (Figura No. 5). El largo de raquis
presenta correlacion negativa de -0,71 y -0,62 con las relaciones 2 y 4 respectivamente
(Figura No. 5). La LR:NRC ademas muestra una correlacion entre 0,62 y 0,77 con largo
del raquis, largo del racimo 2, LRC1: NRC y DifProm (Figura No. 6).
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Figura No. 6. Nivel de correlacion y significancia de la correlacion entre las

Anélisis discriminante

Procedimiento Stepwise

variables morfoldgicas analizadas.en P dilatatum ssp. flavescens

Existen diferencias significativas entre las poblaciones clasificadas por el grupo

3

0

de variables. Las variables que explican mejor las diferencias entre las poblaciones son
la LR:NRC, la LRC1:NRC, largo de hoja, ancho de hoja, largo del segundo racimo,

largo del primer racimo, largo del tercer racimo, fecha de floracion 10 y la SIMETRIA
(Cuadro No.5)



Cuadro No. 5. Analisis multivariado de la varianza para caracteres morfoldgicos
con procedimiento Stepwise y seleccion de variables. Heredabilidad en sentido amplio
por variable. F por variable analizada. Valor de Qst Yy relacion con Fsr para cada

variable morfoldgica analizada en P. diltatum ssp. flavescens

Variable Decision Paso ValorF  Pr>F  H?2 F Qgr VsFgp
Floracionl S 8 3,04 0,0012 0,65 337 0,25 <Fgr
Floracion2 - -- - -- 0,60 4,14 0,25 <Fg7
Largo de Hoja + 3 6,45 <0,0001 0,69 951 0,36 =Fsy
Ancho de Hoja + 4 6,37 <0,0001 0,74 691 0,23 <Fg7
Ancho de Espiguilla + 9 2,65 0,0044 04 3,37 0,16 <Fgy
Largo de Espiguilla - - - -- 043 4,14 0,23 <Fg7
Numero Racimos - -- -- -- 0,64 4,26 0,2 <Fst
Largo Raquis - - - -- 0,64 5,63 0,49 >Fgr
Largo Racimol + 6 3,8 0,0001 0,76 5,83 0,62 >Fst
Largo Racimo 2 + 5 <0,0001 399 065 543 043 >Fst
Largo Racimo 3 + 7 3,59 0,0002 0,62 4,66 0,37 =Fs7
Largo Racimo 4 - - -- -- 0,47 3,66 0,25 =Fst
LR:NRC + 1 14,47 <0,0001 0,76 8,04 0,6 >Fsr
LRC1:NRC + 2 7,03 <0,0001 0,78 5,64 0,57 >Fst
X1.2:X3.4 - -- - -- 044 238 0,25 <Fs7
LRCI1:LR = -- -- -- 0,67 3,25 0,48 >Fsr
SIMETRIA + 10 1,29 0,2378 0,71 436 05 >Fgy

*+ Ingresado al modelo, — Descartado del modelo.

f. Anélisis Candnico

El analisis multivariado de la varianza muestra diferencias significativas en al
menos una de las poblaciones de P. dilatatum ssp flavescens con a=0.005. Las variables
canodnicas 1, 2 y 3 capturan el 72 % de la variacion explicada por los caracteres
morfoldgicos. Los caracteres que tienen mayor incidencia sobre la variable canonica 1
son el cociente LR:NRC, largo de hoja (LH), ancho de espiguilla (AE), fecha de
floracién 5 (FLORS), largo del raquis (LR) , largo del racimo 1(LRC1), largo del racimo
3 (LRC3), largo del racimo 4 (LRC4). En la formacion de la variable candnica 2 las
caracteristicas que mayor peso tienen son la LRC1:LR, nimero de racimos, LRC1:NRC,
LH, LRC3, largo del racimo 2 y la DIFPROM. Las variables que mayor efecto tienen
sobre la variable canonica 3 son LH, LRC3, ancho de hoja (AH), nimero de racimos

(NRC).
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Var. Canonica 1

Grafico No. 1. Representacion grafica de la Variable candnica 1 vs. Variable
canodnica 2. (e) Ubicacion de la poblacion en el grafico. Numero Identificacion de la
poblacion.

Las variables canonicas 1 y 2 acumulan el 58% de la variacion explicada por las
variables. Las poblaciones se diferencian en el espacio a través de las variables
canonicas 1y 2. Se observan poblaciones que no son diferenciadas o se diferencian poco
las cuales aparecen formando grupos, como por ejemplo las poblaciones 68, 72 y 79
(Grafico No. 1). Mientras que otras poblaciones son discriminadas por alguna de estas
dos variables. Como ejemplo las poblaciones 87 y 98 presentan valores extremos para la
variable candnica 1. Mientras que la variable canonica 2 muestra valores extremos en su
distribucion para las poblaciones 66, 82 y 87.

5. Estructura de la diversidad morfologica (Qsr)

Se observa una gran variabilidad para los valores de Qsr, con un rango de 0,16
a 0,62 (Cuadro No.7). Las variables ancho de espiguilla, nimero de racimos, ancho de
hoja, largo de espiguilla, fecha de floracion 5, fecha de floracion 10, largo del cuarto
racimo y la DIFPROM que presentaron los menores valores de Qst observados dentro de
una rango entre 0,16 y 0,25. Mientras que las variables largo del primer racimo,
LR:NRC, LRC1:NRC, SIMETRIA y largo de raquis presentaron los mayores valores de
Qst observados, con un rango 0,49 a 0,62. Para los caracteres de interés agronémico el
Qst se encuentra entre 0,16 para el ancho de la espiguilla y 0,36 para el largo de hoja.
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Para los caracteres medidos en organos reproductivos y sus relaciones el rango de
valores de Qst se encuentra entre 0,2 y 0,62. Las variables el numero de racimos, largo
del cuarto racimo y la DIFPROM presentaron el menor Qsr dentro de las variables
medidas en la panoja con un Qsr entre 0,2 y 0,25. Mientras el largo del racimo 1,
LR:NRC y LRC1:NRC representan las variables medidas y relaciones de la panoja que
muestran un Qst mas altos (entre 0,57 y 0,62).
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6. Comparacion entre Qst Yy Fsr

Largo Racimol
LR:NRC
LRCI:NRC
SIMETRIA

Largo Raquis
LRCI:LR

Largo Racimo 2
Largo Racimo 3
Largo de Hoja
FST|

DIFPROM
Largo Racimo 4
Floracion2
Floracionl |
Largo de Espiguilla’
Ancho de Hoja-
Numero Racimos |
Ancho de Espiguilla’

0 01 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Referencia
Bl Qs> For
Bl Qst=Fsr
Qst<Fgr
Grafico No. 2. Comparacion de valores de Qgst para las variables analizadas
clasificadas segun su relacion con el Fst

Dentro del grupo de variables analizadas 8 variables muestran signos de
encontrarse bajo seleccion convergente (Q¢r < Fsr: ancho de hoja, largo de espiguilla,
ancho de espiguilla, fecha de floracion 5, fecha de floracion 10, namero de racimos,
largo del cuarto racimo, DIFPROM). Mientras que 2 variables muestran una distribucion
de la varianza igual a los marcadores neutros y por tanto se pueden considerar neutrales
(Qsr = Fgp: Largo de hoja, largo del tercer racimo). Las 7 variables restantes muestran
signos de encontrarse bajo los efectos de seleccion divergente (Qsr > Fsp: Largo de
raquis, largo del primer racimo, largo del segundo racimo, LR:NRC, LRC1:NRC,
LRCI1:LR, SIMETRIA).
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V. DISCUSION

A. CARACTERIZACION MOLECULAR

La heterocigosis observada (Ho=0,00-0,05) y esperada (He=0,27-0,59) y
riqgueza alelica (A=2,0-3,8) por locus concuerdan con lo encontrado en trabajos
anteriores utilizando microsatélites para especies altamente autégamas (Ho=0,0,-0,25;
H.=0,0-6,46) (Baek et al. 2003, Brondani et al. 2005, Le Corre 2005, Gutiérrez 2008,
Siol et al. 2008, Matesanz et al. 2014). La distribucion geografica de los valores de
heterocigosis esperada, alelos promedio por locus y los resultados de STRUCTURE
sugiere un patrén en el cual a medida que se acercan al borde norte del rango geogréfico
las poblaciones presentan reducciones en A (2.0 Norte vs 3.8 Sur) y He (0.27 Norte vs
0.52 Sur). El andlisis de STRUCTURE muestra a su vez que las poblaciones periféricas
ubicadas al norte resultan menos diversas en su origen genético. Este patron puede
producirse como consecuencia de la expansion reciente en los bordes del area de
distribucion de una especie, 0 producto de procesos de extincién y recolonizacién
(Eckert et al. 2008, Excoffier et al. 2009). La reciente colonizacién del ambiente por un
grupo reducido de individuos ocasiona deriva genética causando una diferenciacion de
las poblaciones periféricas con respecto a las poblaciones originales a la vez que se
produce una reduccion en la diversidad genética. y un aumento de la probabilidad de
fijacion de alelos raros (Excoffier et al., 2009).

1. Estructura de la variabilidad molecular (Fst)

El valor de Fst para las poblaciones analizadas fue de 0,36, el cual se encuentra
dentro del rango de valores reportados con microsatélites para especies autdgamas
(0,23-0,6) (Kuittinen et al. 1997, Baek 2003, Le Corre 2005, Wang et al. 2006,
Gutiérrez 2008, Arraouadi et al. 2009). Este valor de Fsr indica un cierto grado de
subdivision poblacional y por lo tanto estructura en la distribucion de la variabilidad
genética entre las poblaciones. Cuando se trata de especies autdgamas esto se puede
atribuir a que la autofecundacion tiende a aumentar los niveles de diferenciacion entre
las poblaciones como resultado de la reduccion en el Ne y aumento de la deriva génica
(Duminil et al., 2009).
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B. VARIABILIDAD MORFOLOGICA

1. Variabilidad entre lineas

a. Heredabilidades

Paspalum.dilatatum spp. flavescens es altamente homocigota (Speranza, 2009)
por lo tanto ademas del componente aditivo, la variabilidad genética observada incluira
también las interacciones entre loci, no asi las interacciones de dominancia intralocus.
Con nuestro disefio no es posible determinar la heredabilidad en sentido estricto de la
caracteristica, aunque por definicion sabemos que esta serd siempre menor a la
heredabilidad en sentido amplio. Los efectos de la epistasis no pueden ser estimados en
este caso por lo que su efecto sobre la heredabilidad es desconocido. Como la especie es
un alopoliploide probamente los efectos de epistasis pueden ser ain mas importantes
debido a interacciones inter gendémicas (Abel et al., 2005).

La heredabilidad de las variables analizadas fue de media a alta y se encuentran
dentro del rango de heredabilidades reportadas por Rodriguez (2010) para una coleccién
de varios biotipos de la misma especie. Sin embargo, para el conjunto de caracteres en
general Rodriguez (2010) capta un rango de heredabilidades mayor que el que nosotros
encontramos. Esto posiblemente se deba a que Rodriguez (2010) utiliz6 en su analisis
varias especies y clones muy diversos. En ese ensayo puede haberse captando una mayor
variabilidad debido a que para algunas caracteristicas, la variabilidad observada esta
explicada por diferencias entre especies y biotipos y no dentro de éstas. En particular en
nuestro caso las heredabilidades mas bajas se registraron en las variables, largo y ancho
de espiguilla, mientras que Rodriguez (2010) encontr6 valores altos para la
heredabilidad en sentido amplio para las dimensiones de la espiguilla.

2. Estadistico F

En el trabajo precedente, Rodriguez (2010) clasifico las variables segun su nivel
de significancia lo que se relaciona con el cociente F. Las variables que presentan un F
mayor tienen una varianza dentro de linea menor que entre lineas, por lo tanto la F de la
variable para identificar diferencias entre grupos es mayor. El F observado para las
diferentes variables presenta un rango amplio de valores presentando variaciones de
hasta cuatro ordenes de magnitud (2,38-9,51).
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a. Analisis y propuesta de descriptores
Fecha de floracion

Las variables floracion 10 (FLOR10, dias a la emergencia de 10 panojas) y
floracion 5 (FLORS, dias a la emergencia de la 5 panoja) difieren en la cantidad de
panojas que es necesario contar para determinar la fecha de floracion. Estas dos
variables se encuentran altamente correlacionadas (0,9) y sus H? son levemente
diferentes (0,65-0,6 respectivamente). Sin embargo la variable FLOR5 posee un F
mayor que la variable FLOR10. Considerando que se necesita una menor cantidad de
tiempo para determinar la fecha de floracion a partir de la variable FLORDS, registrar solo
esta variable resulta mucho mas eficiente y ventajoso. A pesar de esto la capacidad para
la identificacion de lineas de las fechas de floracion es relativamente baja. Ya que se
trata de una caracteristica agronémicamente relevante y es deseable contar con una
caracterizacion adecuada de los materiales para fecha de floracion seria necesario
estudiar mas en detalle la dindmica de la emergencia de las panojas en este tipo de
especies.

Largo y ancho de hoja

Los caracteres largo de hoja (LH) y ancho de hoja (AH) no se encuentran
correlacionados a ninguna de las otras variables y presentan una baja correlacion entre
si. También muestran una alta heredabilidad y de las mejores precisiones en la
discriminacion entre lineas. Ambas caracteristicas presentan variabilidad en la coleccién,
y dentro de ésta es posible seleccionar entre lineas para ambas caracteristicas ya que una
alta proporcion de esta variacion se explica por efectos genéticos. Cumplen entonces con
el requisito de poseer capacidad para diferenciar y ser heredables, por lo que
consideramos que pueden ser utilizados como buenos descriptores dentro de esta
especie. Existe también la posibilidad de realizar seleccion sobre estas caracteristicas,
tomando individuos promisorios para ser evaluados en el futuro

Largo y ancho de espiguilla

Las variables largo de espiguilla (LE) y ancho de espiguilla (AE) no presentan
correlacion con el resto de las variables ni entre si. Los valores de heredabilidad y F en
la discriminacion para LE y AE fueron los méas bajos estimados en este experimento.
Basados en estos datos no es recomendable la utilizacion de estas variables en la
identificacion de lineas y consiguiente evaluacion de germoplasma dentro de la especie
en particular. Sefialando que dentro de la especie se sugiere que no existe un nivel
importante de variabilidad para el tamafio de semillas. Sin embargo dada la importancia
de la caracteristica por su relacion con la instalacion del cultivo, se sugiere ampliar la
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exploracién de germoplasma especificamente dirigida a las dimensiones de la espiguilla
e identificar lineas con comportamientos extremos.

Medidas y relaciones en la panoja

La utilidad como descriptores de las variables medidas sobre la panoja y sus
relaciones depende de seleccionar aquellas variables con el mejor compromiso entre
heredabilidad, F y correlacion. Las variables forman una estructura compleja de
correlaciones (entre 0,89 y 0,4).

El largo de raquis (LR) se encuentra fuertemente correlacionado con las
caracteristicas medidas en la panoja y los cocientes entre los mismos (entre 0,89 y 0,62).
Para el LR el 64% de la variacion observada se encuentra explicada por efectos
genéticos y la capacidad de discriminar entre lineas (5,54) es media-baja en comparacion
al resto de las variables. ElI LR no se destaca como una variable para ser utilizada en la
caracterizacion de germoplasma de manera directa. Si bien es utilizada para determinar
la variable LR:NRC, con la cual presenta valores de correlacién altos (0,70). LR:NRC
muestran una heredabilidad superior a LR y NRC (0,78 vs 0,64 y 0,64), mientras sucede
lo mismo con el F (8,04 vs 5,63 y5,83). Esta variable mejora la capacidad informativa de
las variables utilizadas en su calculo y mostrar una dimensién distinta de la diversidad.

La variable nimero de racimos (NRC) se encuentra correlacionada con las
variables, LRC1:NRC y LRC1:LR (-0,71 y -0,62 respectivamente). Su heredabilidad
(0,64) y F (4,26) cuales se presentan como intermedias en el rango de valores
encontrado. La LRC1:NRC presenta heredabilidad y F mayores a NRC (0.78 y 5.64) ,
corrigiendo los valores de NRC o mostrando otra dimensién en la variabilidad de la
especie. EI NRC puede ser utilizado directamente o como apoyo y en conjunto utilizado
con la variable LRC1:NRC.

El largo de primer racimo (LRC1) presenta una alta correlacion con el largo del
racimo 2 (LCR2; 0,8), largo de racimo 3 (LRC3; 0,71), largo de racimo 4 (LRC4; 0,63),
y los cocientes entre éstos y otras medidas de la panoja (LR:NRC; 0,77, LRC1:NRC;
0,8, SIMETRIA,; 0,72). La variabilidad observada en la variable LRC1 se explica en un
76% por efectos genéticos. El F (5,83) de la variable se puede clasificar como media con
respecto al resto de las variables analizadas. Esta a su vez presenta la heredabilidad y F
mas altos dentro de las variables “largo de racimos” (LCR2; LCR3; LCR4;).
Considerando esto, si medimos un solo racimo se obtiene informacion atil y se reduce el
trabajo de medida. Por tanto el LRC1 sera el Unico largo de racimo propuesto para ser
medido en la panoja.

La variable DIFPROM no muestra una correlacion alta con ninguna de las
variables analizadas, excepto con la variable SIMETRIA (-0,67). Sin embargo presenta
una su escasa capacidad de explicar diferencias genéticas (44%) y la baja F en la
discriminacion entre lineas (2,38). La utilizacion de esta variable implica ademas contar
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con las medidas de las longitudes de cuatro racimos de cada panoja. En el conjunto esta
variable no presenta una gran utilidad.

En base a lo discutido anteriormente para las variables medidas sobre la panoja
y sus relaciones analizadas, se propone reducir el nimero de medidas a realizar sobre la
panoja a 3 medidas y sus cocientes. Las variables LR, NRC, LRC1 y los cocientes entre
las mismas LR:NRC y LRC1:NRC. Este grupo de variables y cocientes presenta el
mejor compromiso entre heredabilidad F y correlacion dentro de las variables medidas
en la panojas presentando el mejor compromiso informativo.

3. Variabilidad entre poblaciones

a. Andlisis discriminante

Las variables seleccionadas para integrar el modelo multivariado que mejor
diferencia entre las poblaciones, incorpora en primer término los caracteres con mayor
heredabilidad y F en la discriminacion (LR:NRC, LRC1:NRC, LH, AH, LRC2, LRC1).
Las variables candnicas 1 y 2 se conforman a partir de los caracteres que mas
informacion aportan en el modelo STEPWISE (LR:NRC, LRACL:NRC, LH, AH,
LRC2, LRC1). Los modelos también utilizan caracteres con menor heredabilidad y F ya
que la capacidad informativa se ve aumentada por su baja correlacion con las demas
variables (SIMETRIA, AE). A pesar de esto la proporcién de la variabilidad captada es
baja en comparacion a la variabilidad captada con la utilizacién de los caracteres con
mejor heredabilidad y F.

Las primeras cuatro variables incorporadas en el modelo son LR:NRC,
LRC1:NRC, LH y AH. Estas variables son las que poseen mayor capacidad de
clasificacion a nivel de lineas. Las variables que menos aportan a la diferenciacion entre
las poblaciones son por ejemplo FLOR10, LE y SIMETRIA. Estos resultados muestran
gue con unas pocas variables es posible diferenciar accesiones por lo que en trabajos de
caracterizacion futuros eligiendo unos pocos descriptores a medir se puede lograr un
buen nivel de F en la identificacion poblaciones con caracteristicas diferentes. Se
propone utilizar LH, AH, NRAC, LR, LRC1 y LR:NRC y LRC1:NRC que se calculan a
partir de las primeras.

Las poblaciones difieren en la composicién en cuanto a frecuencia, nimero y
parentesco entre lineas dentro de una poblacion. Entonces las variables que mejor
discriminen las lineas que integran una poblacion mejor discriminaran entre las
poblaciones. Poblaciones con una mayor covarianza interna seran diferenciadas de las
poblaciones con una menor covarianza o lo que es lo mismo formadas por lineas muy
diferentes. Poblaciones con una covarianza interna menor seran mas dificiles de
diferenciar entre si. Esto sucede como consecuencia de que su varianza entre
poblaciones serd menor a su varianza dentro de poblaciones. Con las variables agregadas
se pueden observar varios aspectos de la planta en general y cuales son las diferencias en

39



conformacién para las mismas. Por ejemplo se puede ver plantas con distinto largo de
hoja y distinta forma en la panoja. Ademas de caracterizar las poblaciones y sus lineas
constituyentes, es importante conocer como se distribuye la varianza genética entre y
dentro de las poblaciones bajo estudio para poder comprender los patrones de
diferenciacion observados entre las poblaciones, esto se hizo en este trabajo a través del
estimador Qsr.

b. Estructura poblacional de las variables morfoldgicas (Qst)

El rango de valores de Qs para las variables analizadas es amplio (0,16-0,62) y
se encuentra dentro del rango de valores encontrado en diversas especies de plantas
(0,01-0,94), incluyendo los valores reportados para diferentes caracteristicas en especies
autdogamas (0,045 a 0,89) (Bonnin et al. 1996, Kuittinen et al. 1997, Gutiérrez 2008,
Arraouadi et al. 2009). Los valores de Qst presentan una gran variacion en el
comportamiento de las distintas variables coincidiendo otros estudios anteriores (Spitze
1993, Podolsky y Holtsford 1995, Steinger et al. 2002, Palo et al. 2003). Es necesario
analizar las implicancias de los resultados para cada tipo de caracter estudiado y su
relacién con la utilizacién del germoplasma y la dinamica poblacional de la especie.

c. Comparacién entre estructura poblacional para caracteres morfologicos vs
moleculares (Qst- Fsr)

Los caracteres cuantitativos medidos pueden ser clasificados como caracteres
morfolégicos o como caracteres de historia de vida, ambos tipos de caracter pueden
diferir en la respuesta a la seleccion natural (Merild y Sheldon, 1999). Generalmente los
caracteres asociados a la reproduccion y fisiologia (historia de vida) se encuentran bajo
presion de seleccion estabilizadora o una seleccion débil mostrando valores de Qg =
Fsr (De Kort et al., 2012). Por otro lado, los caracteres fenoldgicos o asociados a la
produccion de biomasa tienden a presentar valores de Q¢ > Fgr (De Kort et al., 2012).
La diferencia fundamental en este comportamiento depende de la cantidad de genes
involucrados, la complejidad de la herencia y la epistasis (De Kort et al., 2012). Otro
factor que podria afectar la estructura de la diversidad morfoldgica es el ciclo de vida; en
especies perennes es posible encontrar una mayor estructuracién en caracteres
morfolégicos y fenoldgicos, que lo que es comun encontrar en especies anuales (De Kort
etal., 2012). Sin embargo, en un meta-analisis incluyendo todos los estudios al momento
de la publicacion (plantas, animales vertebrados e invertebrados) no se encontraron
diferencias entre el comportamiento de caracteres morfoldgicos y caracteres de historia
de vida (Leinonen et al., 2008). En particular, Munguia-Rosas (2011) encuentra que la
fecha de floracién podria estar fuertemente afectada por la seleccion en algunos tipos de
plantas, y la intensidad de la presion de seleccion estaria afectada por factores
ambientales en particular la latitud.

Las variables LR, LRC1, FLOR10 y FLORS5, LE, AE, LRC2, LRC3, LRC4 se
pueden sugerir como caracteres que afectan la historia de vida de la especie. Estas
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caracteristicas son medidas sobre los 6rganos reproductivos y pueden tener una relacién
directa el éxito reproductivo de la especie. Las variables FLOR10 y FLOR5, LE, AE,
LRC3 y LRC4 presentan valores de Qsr < Fgr lo que coincide con lo sugerido en la
literatura para caracteristicas asociadas a la historia de vida (De Kort et al., 2012). En el
caso de la fecha de floracion, el rango de variacion encontrado (15 dias entre extremos)
es bajo. Esta falta de diferenciacion entre las poblaciones podria ser el producto de la
seleccion convergente, dado que no existe una gran diferenciacion ambiental ni
variacion latitudinal en la reducida distribucion geografica de la especie en el sur de
Uruguay. Para las variables LE y AE, el resultado observado puede deberse a la poca
variabilidad para la caracteristica evidenciada por una baja H? y un bajo F.

Las dimensiones de la panoja, por otra parte (LR, LRC1, LRC2) presentan
valores de Qgr > Fgr a pesar de que se trata de caracteristicas relacionadas con la
historia de vida ya que afectan el numero de propagulos producidos por la planta.
Trabajos anteriores han reportado casos similares para caracteres asociados al éxito
reproductivo con Qsr > Fgr (Chun et al., 2011). Estas discrepancia probablemente se
deba a que la respuesta de cada caracter a la seleccion depende de la especie, la historia
de vida propia de la especie, nimero de genes, estructura y complejidad génica que
determinan la caracteristica (Merild y Sheldon 1999, Leinonen et al. 2008, De Kort et al.
2012).

El caracter largo de hoja (LH) presenta un valor de Q¢ = Fsr aunque se trata
de una caracteristica de tipo morfoldgico por lo que podria esperarse un grado mayor de
diferenciacion (De Kort et al., 2012). Esta caracteristica tiene alta heredabilidad y
diferencias altamente significativas entre las lineas, indicando que la caracteristica
presenta variabilidad genética. A pesar de ello no se observa evidencia de seleccion
natural en las condiciones donde se desarrolla la planta, para el caracter LH. El ancho de
hoja presenta sin embargo valores de Qs < Fsr 10 que sugiere la posible seleccién a
favor de un mismo fenotipo para ancho de hoja en la meta poblacion.

Una posible explicacion para estos resultados es que el ancho de lamina afecta
la proporcion de lamina respecto al nervio medio, la cual no es afecta por el largo de
hoja debido a que una unidad mas de largo implica una unidad mas de nervio medio.
Esta relacion podria afectar la eficiencia en el uso del agua o la eficiencia fotosintetica
de la planta. Considerando que estamos tratando con una especie estival, bajo los
mismos supuestos climaticos considerados para la fecha de floracion y considerando que
se trata de un caracter morfologico. La fecha de floracion podria estar bajo seleccion
convergente en la region de estudio, mientras el largo de hoja se mantiene neutral.

Los valores de Qst pueden presentar sesgos debido a diversos factores tales
como incorrecta toma de datos, efectos maternales, niUmero de poblaciones y efectos
aditivos (O’Hara y Merild 2005, Goudet y Biichi 2006, Lopez-Fanjul 2007, Pujol et al.
2008). Los efectos de dominancia y epistasis pueden sesgar los valores de Qst
aumentando o reduciendo su valor segun las frecuencias y relacion entre los alelos
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(Goudet y Biichi 2006, Lopez-Fanjul et al. 2007, Pujol et al. 2008). En nuestro caso la
especie es autdgama y el efecto de la dominancia es despreciable debido a la condicion
de homocigosis predominante (Goudet y Bichi, 2006). La epistasis puede afectar
nuestras estimaciones de Qsr, ya que en completa homocigosis ain pueden ocurrir
interacciones epistaticas entre loci. Se sugiere que el efecto de la epistasis afecta el valor
del Qst es reduciendo su magnitud (Whitlock, 1999). En cuanto a la precision de
nuestras mediciones para detectar diferencias morfologicas entre poblaciones no se
espera que hayan afectado en gran medida las estimaciones dado que estos datos se
obtuvieron en un ensayo de campo disefiado para tal fin, con un adecuado ndmero de
repeticiones y submuestreo acorde a la buscada y los resultados muestran un nivel de
adecuado. Los efectos maternales son propuestos por (Chun et al., 2011) como posible
factor en el desvio de las estimaciones en los valores de Qst. En nuestro caso los efectos
maternales fueron controlados al cultivar en conjunto las plantas cabeza de linea por una
generacion en invernaculo. El nimero de poblaciones utilizadas en la estimacion del Qs
puede afectar la precision del mismo, en nuestro caso se utilizaron 12 poblaciones que es
el minimo recomendado para lograr una estimacion confiable (Goudet y Buichi, 2006).
De todas estas posibles fuentes de error probablemente la epistasis haya tenido la mayor
incidencia, debido a que no es posible controlar sus efectos con nuestro disefio
experimental y no se conoce el modo de herencia de estas caracteristicas.

Los resultados para la relacién Qs — Fgp Son heterogéneos sugiriendo que las
estrategias para la exploracion del germoplasma deben adaptarse a los resultados. Para
caracteres posiblemente neutrales la variacién observada en una determinada zona
geogréfica no responde a la seleccion, sino que se debe al equilibrio entre migracion,
mutacion y deriva. Es de esperar que exista una mayor probabilidad de fijacion de alelos
raros en los bordes del area de distribucion de la especie como consecuencia del efecto
de la deriva (Excoffier y Ray, 2008). Mientras que las variables que muestran valores de
Q¢r > Fgr podrian encontrarse bajo los efectos de la seleccion divergente (Merild y
Crnokrak 2001, McKay y Latta 2002, Palo et al. 2003). Aquellos caracteres que
muestran valores de Q¢r < Fsr podrian encontrase bajo seleccion convergente o
estabilizadora (Edmands y Harrison, 2003). Estos caracteres entonces las poblaciones
mostraran poco diferenciadas entre si. Para la exploracion del germoplasma se deben de
tomar en cuenta ambos aspectos de la diversidad (morfologica y molecular) de manera
gue ambos estén representados en la coleccion (McKay y Latta, 2002). En el conjunto de
caracteres analizados se encontraron todas las situaciones posibles al mismo tiempo en
la coleccidn. Entonces se deberd combinar la informacién considerando prioridades y los
objetivos del programa.
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VI. CONCLUSIONES

La variacion no se encuentra repartida en el area de distribucion al azar, se
distribuye siguiendo un patron en el que la diversidad genética sufre una reduccion al
acercarse al borde Norte del area de distribucion. Este patron puede deberse tanto a una
expansion reciente de la poblacion y a los efectos de un proceso repetido de extincion y
recolonizacion.

La metapoblacion presenta variabilidad para las caracteristicas morfologicas
analizadas y la variacion entre las poblaciones muestra una distribucion similar a la
encontrada para caracteres moleculares. Fue posible determinar un grupo de caracteres
que permiten diferenciar las lineas, asi como también entre las poblaciones. Se sugiere
un conjunto de variables para ser utilizadas como descriptores que consideran desde mas
de un punto de vista la estructura de la planta. La variacion registrada entre las lineas
permite suponer que es posible realizar seleccion dentro de la variacion existente en la
coleccion.

La mayoria de las variables presenta una estructura que sugiere el efecto de la
seleccion divergente. Sin embargo, la comparacién entre la distribucion de la
variabilidad para caracteres morfoldgicos y moleculares sugiere que en este caso algunas
variables podrian interactuar con la seleccion natural de formas en diferentes a lo que se
ha reportado en la literatura.
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VIl. RESUMEN

Dentro de las gramineas estivales nativas se ha trabajado ampliamente con los
biotipos apomicticos del grupo Dilatata del género Paspalum. La apomixis limita la
capacidad de mejoramiento de estos biotipos y generalmente se asocia a una baja
produccion de semillas y susceptibilidad a Claviceps. Paspalum dilatatum ssp.
flavescens es un biotipo tetraploide, sexual y autdgamo, que presenta buena produccion
de semilla y resistencia a Claviceps. A pesar de esto su variabilidad genética,
estructuracion geografica y potencial agronémico no han sido estudiados en
profundidad. En esta se caracterizd la variabilidad genética y morfologica de una
coleccién de este biotipo representativa de su area de distribucién en Uruguay.
Especificamente se analizd la distribucion de la variabilidad molecular a través de la
riqueza alélica (A) y la heterocigosis esperada (H¢). Se estimd la proporciéon de la
variabilidad total debida a varianza entre poblaciones para caracteres cuantitativos (Qsr)
y marcadores moleculares neutros (Fst). Se estimo la heredabilidad en sentido amplio
(H?) y F de las variables morfolégicas. Se tomaron 12 poblaciones y 8 a 12 lineas puras
por poblacion. Estas lineas se caracterizaron para 6 loci de microsatélites y 17 caracteres
morfolégicos en un disefio de bloques generalizados desbalanceados en dos localidades.
Se obtuvo valores de H? para las variables morfolgicas entre 0,40 y 0,78. Se
encontraron diferencias entre las poblaciones y entre lineas. Se obtuvo un Fst de 0,37 y
los valores de Qst para diferentes caracteristicas variaron entre 0,2 y 0,62. La variacion
molecular se distribuye siguiendo un patrén en el que la diversidad genética sufre una
reduccion al acercarse al borde norte del area de distribucién. Este patron puede deberse
tanto a una expansion reciente de la poblacion y a los efectos de un proceso repetido de
extincion y recolonizacion. La variacion morfolégica entre las poblaciones muestra una
distribucion similar a la encontrada para caracteres moleculares. Se sugiere un conjunto
de variables para ser utilizadas como descriptores para la especie que representan los
diferentes 6rganos de la planta. La el nivel de variacion registrada entre las lineas
permite suponer que es posible realizar seleccién dentro de esta colecciéon. La
comparacion entre los valores de Qst y Fst sugiere que la mayoria de las variables
presenta una estructura que podria explicarse por el efecto de la seleccion divergente.
Sin embargo, algunas variables podrian estar interactuando con la seleccion natural de
formas diferentes a lo que se ha reportado en la literatura.

Palabras clave: Paspalum; Diversidad; Caracterizacion; Germoplasma.
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Vill. SUMMARY

Among native war-season grasses, the apomictic biotypes of the Dilatata group
of Paspalum have been intensively studied. Apomixis limits the possibilities to breed
these biotypes and it is generally associated to low seed production and susceptibility to
Claviceps. The selfing tetraploid sexual biotypes, P. dilatatum ssp. flavescens, shows
good seed production and is less suceptible to Claviceps. In spite of this, its genetic
variability, geographic structure and agronomic potential have not been sufficiently
studied. In this work we analyzed the morphological and genetic variability of a
collection of this biotype representing its distribution area in Uruguay. Specifically we
analyzed the distribution of molecular genetic variability by means of allele richness
(A), and expected heterozygosity (He). We estimated the proportion of the genetic
variabilty due to the variance among populations (Qst) and neutral molecular markers
(Fs7). We also estimated the broad sense heritability (H?) and precision for the
discrimination among lines for morphological variables. We analyzed 12 populations
and eight to twelve lines per population. These lines were characterized for six
microsatellite loci and seventeen morphological characters in an unbalanced generalized
block design in two locations. Values between 0.40 and 0.78 were obtained for H? and
differences were found among lines and populations. The Fst value was 0.37 and Qsr
values for the different variables ranged between 0.20 and 0.62. Molecular variability
followed a pattern in which diversity decreases as populations reach the northern limit of
the distribution. This patter suggests either a recent expansion of the population or
repeated extinction-colonization cycles. Morphological variability among populations
shows a similar distribution. A set of variables that can potentially be used as descriptors
for the species is suggested which takes into account different organs of the plant. The
amount of variability observed among lines suggests that selection can be practiced on
this collection. The comparison between the observed values of Qst and Fst suggests
that most of the variables shows a structure that may be explained by the effect of
diverging selection; however, some of these variables may be interacting with selection
in ways different from those previously reported in the literature.

Keywords: Paspalum; Diversity; Characterization; Germplasm.
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