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RESUMEN

Paspalum es un importante género de la familia Gramineae que incluye algunas gramineas dtiles como forra-
jeras. Varias de las especies son poliploides y no se ha encontrado variabilidad en poblaciones naturales de
importancia. Con la finalidad de investigar la diversidad, ploidia, relaciones filogenéticas y caracterizar nuevos
hibridos, se aplicaron 24 «primers» de 10 pb para amplificar al azar via PCR segmentos polimorficos de ADN
(RAPD). Diez y seis de ellos se encontraron que fueron capaces de producir perfiles de bandas discretos y
distinguieron entre materiales di, tetra, penta y hexaploides. Como fuente de ADN se utiliz6 tejido de hojas
individuales de tal forma que ¢l valor taxonémico de cada material fuera conservado. Los perfiles RAPD en las
plantas estudiadas, permitieron distinguir entre las especies di, tetra, penta y hexaploides. Clones sexuales e
hibridos interespecificos fueron distinguidos de sus progenitores. Todos los resultados fueron consistentes al ser
analizados mediante distancias genéticas, andlisis filogenéticos y multivariados. A nivel intraespecifico P. dila-
tatum ssp. flavescens mostrd variabilidad entre las accesiones estudiadas lo que estd en concordancia con sus
caracteristicas fenotipicas. La metodologia descripta y los resultados que se presentan en este trabajo pueden ser
aplicados para caracterizar poblaciones de P. dilatatum, identificar progenies provenientes de programas de
cruzamiento en Paspalum y explorar mas en profundidad otras relaciones filogenéticas dentro de este género. -
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SUMMARY
GENETIC AND PHYLOGENETIC CHARACTERIZATION IN THE GENUS

Paspalum USING MOLECULAR MARQUERS.

Paspalum is an important genus of the family Gramineae which includes several valuable forage grasses. Many
of the species are polyploid and no important levels of variability have been found in naturally ocurring populations.
In orther to investigate the diversity, ploidy, phylogenetic relationships and characterize new hybrids, 24 decameric
primers were aplied for random amplification of polymorphic DNA (RAPD). Sixteen primers were found to be
suitable to produce discrete profiles and distinguished among, di, tetra, penta and hexaploid materials. Leaf
tissue of individual plants was used as the source of DNA so that the taxonomic value of each species was
conserved. RAPD profiles, with the plants tested, distinguished among species di, tetra, penta and hexaploids.
Sexual clones and interspecific hybrids were distinguished from progenitors. All the results were consistent in
the genetic distances, phylogenetic, and multivariate analysis. At the intraspecific level, P. dilatatum ssp. flavescens,
showed genetic variability among accessions which is in agreement with phenotypic characters. The methodology
described and the results presented in this study can be applied to the caracterization of P. dilatatum populations,
to identify hybrid progenies in Paspalum breeding programs and to explore further phylogenetic relationships
within this genus. -
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1 Catedra de Genética. Area Ciencias Biologicas. Facultad
de Agronomia.

Correspondencia: Jorge Pereira, Cétedra de Genética. Area
Ciencias Biolégicas. Facultad de Agronomia, Av. Garzén 780
CP 12900 Montevideo - Uruguay. Fax. 0598 2 3093004
E-mail:;jeep @fagro.edu.uy.



12 Pereira, J. et al.

INTRODUCCION

El conocimiento de especies forrajeras nativas en sus
aspectos bésicos, debe dejar de ser visto como una for-
malidad y ser considerado de vital importancia. Si se
pretende aumentar los niveles de productividad de la
pecuaria uruguaya, el primer elemento a tener en cuen-
ta es mejorar la alimentacién del ganado. En algunos
casos el uso de especies nativas con fines de mejora-
miento puede tener mejores resultados que los obteni-
dos con la introduccién de plantas exéticas. Esta situa-
cibén ha sido probada durante el invierno, cuando se han
introducido materiales tropicales en regiones de clima
mas frio, como es el caso de nuestro pais.

En Uruguay, pais agricola-ganadero, el estudio del po-
tencial productivo y sistema de reproduccién de gramineas
y leguminosas nativas es de capital importancia ya que més
del 85% de la superficie titil del pais estd ocupado por pas-
turas naturales. Algunas gramineas como Paspalum y Pa-
nicum constituyen complejos agamicos; como en estos gru-
pos algunos de los materiales promisorios son apomicti-
cos, el uso de lineas sexuales son fundamentales como for-

ma de romper esas barreras reproductivas e introducir ca-

racteristicas deseadas. Varias gramineas forrajeras tienen
su centro de diversidad en una regién donde esta compren-
dido nuestro pais. Uno de los géneros con alto potencial
econdémico y productivo es Paspalum, particularmente el
grupo Dilatata, que incluye especies de alto valor forraje-
ro reconocido a nivel mundial. Dentro de éstas se encuen-
tra P. dilatatum Poir., especie que puede ser incluida en
mezclas forrajeras, capaz de reducir el ingreso de malezas
y limitar la competencia de leguminosas en primavera y
verano (Santifiaque, 1979). Considerdndose que entre los
materiales con mayor potencial forrajero del género Pas-
palum muchos son apomicticos, otros presentan baja pro-
duccién y viabilidad de semillas, ademds de susceptibili-
dad a fitopatdgenos, resulta imprescindible estudiar la va-
riabilidad genética de los mismos y principalmente esta-
blecer su filogenia con vista a futuros trabajos de mejora-
miento. '

Paspalum dilatatum Poir. es una especie anfiploide na-
tural de origen hibrido, cuyo citotipo «Comiin» tiene 50
cromosomas (Bashaw y Forbes, 1958) y su probable f6r-
mula genémica es ILJJX (10I1+10JJ+10X) (Burson 1983).
- Este mismo autor (op. cit) planted las relaciones filogené-
ticas de diferentes especies de Paspalum de acuerdo a los
datos citogenéticos y taxondmicos que se posefan, hacien-
do hncapié en su relacién con el posible origen de P. dila-
tatum Poir. «Comtn».

En Uruguay el Ing. Agr. J.C.Millot introdujo en La Es-
tanzuela (INIA) plantas del ecotipo «Molles Grande»
(Paysandii) del cual obtuvo el cultivar «Chiri» que posee
apomixis facultativa (Millot, 1977) y 60 cromosomas (Al-
bicette, 1980). En plantas «fuera de tipo» descendientes de
«Chind», se detect6 por pruebas de progenie y estudio de

sacos embrionarios el comportamiento sexual de las mis-
mas (Izaguirre y Ziliani, 1979). De estas plantas se obtu-
vieron nuevas fuentes de sexualidad y nuevos clones apo-
micticos. En un programa de cruzamientos se obtuvo el
hibrido «Cundidor» (P, dilatatum L.E.69.12 x P. proliferum)
que presenta 80 cromosomas. Por su parte Dighiero (1989)
encontré en este material una fertilidad alta, comparada con
otros materiales afines. La promisoriedad de este hibrido
que retine ventajas de ambos progenitores, sefiala las am-
plias posibilidades de intercambio de material genético y
mejoramiento en el género Paspalum.

En los hechos Paspalum dilatatum «Comin» es el cen-
tro de interés de varios programas de mejoramiento en fun-
cién de su potencial forrajero. Se han realizado investiga- .
ciones tendientes a desarrollar la tecnologia apropiada para
la produccién de semilla (Garcia, 1971; Coll, 1991), asi
como estudios sobre su comportamiento reproductivo en
distintos medios ambientes del Pais (Millot et al., 1990).
No obstante, este biotipo contintia siendo poco usado por
los productores, por su relativamente baja calidad (fertili-
dad) de semilla.

Muiltiples metodologias han sido empleadas para ca-
racterizacién genética en gramineas: embriologia, cito-
genética, isoenzimatica, Random Amplified Polymor-

. phic DNA (RAPD) y dltimamente analisis de Repeti-

dos de Secuencia Simple (SSR-Microsatélites). Las téc-
nicas de caracterizacién genética a partir de marcado-
res isoenzimaticos son aplicadas con gran frecuencia
en gramineas. Trabajos con efoques filogenéticos y po-
blacionales se han realizado anteriormente tanto en Bro-
mus (Ainouche et al. 1995) como en Paspalum dilata-
tum (Hickenbick, et al. 1992; De Souza-Chies, 1992;
Casa, 1995; Ortiz, et al. 1997; Pereira et al. 1997a, b,
1998). Cada una de éstas técnicas han mostrado su po-
tencialidad como generadora de marcadores genéticos,
pero las limitantes que presentaban las més clasicas (em-
briologfa, citogenética, isoenzimas) hacen imprescin-
dible el desarrollo de otras métodologias con mayor
poder de resolucién. Esto sucede, sobre todo a nivel in-
traespecifico, en las especies apomicticas y-los clones
sexuales. Las técnicas moleculares alternativas mues-
tran diferentes particularidades. Si bien la caracteriza-
cién con microsatélites (SSR) resulta promisoria en
Paspalum vaginatum, (2n = 2 X =40) (IL]J) (Liu et al.,
1995), su alto costo y falta de especificidad con algu-
nos genomios presentes en los grupos que se desea ca-
racterizar, han llevado a decidir la aplicacién de RAPD.
Esta técnica ya ha sido desarrollada para especies del
grupo Dilatata y otras afines (Casa 1995; Ortiz et al.
1997), existiendo ademds una amplia gama de «primers»
que se comercializan y permiten analizar amplias re-
giones del genoma vegetal. ;

En el presente trabajo se presenta el desarrollo de mar-
cadores moleculares, como herramienta para determinar la
informacién genética por la que estdn constituidos los ma-
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teriales mds comunes en el Uruguay del grupo Dilatata.
También se analizan materiales que estin en la base de la
evolucién de dicho grupo. A partir de los resultados obte-
nidos con esta técnica se aplicardn variados métodos de
analisis que permitan dilucidar relaciones genéticas y evo-
lutivas entre especies. Por otro lado se presenta informa-
cién sobre los sistemas reproductivos de los distintos ma-
teriales y su herencia en cruzamientos de interés.

Tabla 1. Especies y accesiones de Paspalum estudiadas

MATERIALES Y METODOS

Materiales Vegetales

1-Extraccion y cuantificacion de ADN gendmico total:
Se extrajo ADN de hojas frescas de las 44 plantas que

representan los taxa del analisis RAPD (Tabla 1), segiin el

protocolo de Ferreira y Grattapaglia (1996). La cuantifica

Ne¢ Especie Acces Abrev Origen
1 R, intermedium 7201 Rinterm Brasil-EMBRAPA
2 P, jurgnensii 7200 PRjurgy Brasil-EMBRAPA
3 7019 Pjurgyg R30 km 109,5 Bajada de Pena-Rivera Uruguay
4 7022 Pjurgss R30 km 108,4 Bajada de Pena-Rivera Uruguay
5 P, dilatatum Virasoro 7207 Edily;, Argentina
6 P, urvillei 7199 Purv R 10 km 0,200. Solis-Maldonado Uruguay
7 R, dilatatum ssp.pauciciliatum 7533 Pauci 4. Rocha, Est. Los Ajos- Uruguay.
8 7534 Paucip Potrero EEFAS, Paysandu-Uruguay
9 P, proliferum 7354 Prolif. g Est. El Relincho, San José-Uruguay
10 7355 Prolifg,, Fac. Agronomia - Montevideo-Uruguay
11 P, dilatatum spp. flavescens 7550 Pdf, R8 km 102,4, Solis Maldonado-Uruguay
12 7552 Pdfgg Sitio de Yast, Dpto. de Lavalleja-Uruguay.
13 7219 Pf,;*Ug R 10 km 0,200. Solis-Maldonado-Uruguay
14 7554 Pdfgen R. 77 km 22,900, Florida-Uruguay
15 : , 7548 Pdfy,., R1 Arazati, Colonia-Uruguay
16 7217 Pdfyy Balneario Artilleros, Colonia-Uruguay
17 7549 PdfPLecq Parque. Lecocg. Montevideo-Uruguay
18 7384 Pdfpgy Parque. Battlle, Montevideo-Uruguay
19 7218 Pdf,s R 10 km 0,200. Solis, Maldonado-Uruguay
20 7204 Pdf, Millan y Sayago, Montevideo-Uruguay
21 7385 Pdf; .pa, La Paz, Canelones-Uruguay.
22 P dilatatum spp. dilatatum 7404 Pddyejia Hamilton y Las Pitas, Melilla. Montevideo-Uruguay
23 7367 590 R8 km 145, Lavalleja-Uruguay.
24 7528 Pddg, Pta. Espinillo, Montevideo-Uruguay
25 7542 Pdd, Quebrada de los Cuervos, Cerro Largo-Uruguay
26 7529 Pddy, R8 km 34,4, Lavalleja-Uruguay
27 P dilatatum 7536 donin R26 km 113, Paysandi-Uruguay
28 7198 Torres CENARGEN V13121-Brasil
29 7195 Urug CENARGEN V12388-Brasil
30 7210 Pd, geg100 LEG9.12-Clon Sexual-Colonia-Uruguay
31 7208 1 691231 LEG9.12.31-Clon Sexual-Colonia-Uruguay
32 P dilatatum Cundidor 7155 deund L.E. 69.12xP. proliferum (Hib. de J.C. Millot)}-Uruguay
33 P, dilatatum spp. flavescens x )

P, dilatatum Virasoro 7383 PfyxV Pd.ssp.f(7218) x P, d. Virasoro (7217)
34 P dilatatum Virasoro x ‘

P, dilatatum “Chird” 7382 (VxChy)1 (P d. Virasoro (7217) x Pd. Chiri(7536)-Clon4) Hib. 1
35 Rdilatatumx Pd.spp. dilatatum H, P, dilatatum LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H1
36 H, P, dilatatum LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H2
37 Hg P, dilatatum LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H3
38 H, P, dilatatum LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H4
39 H; P, dilatatum LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H5
40 Hg R, dilatatum LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H6
4 H, P dilatatum LE 69.12 x F. dilatatum spp. dilatatum H7
42 Hyg P, dilatatumn LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H8
43 Hy P, dilatatum LE 69.12 x P, dilatatum spp. dilatatum H9
44 Hyp P, dilatatum LE 69.12 x Pdilatatum spp. dilatatum H10
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cién se realizé en gel de agarosa (0,8%) preparado con tam-
pén TBE 1X (Tris-Borato-EDTA) agregdndose 0,4 ug/ml
de bromuro de etidio, comparéndose la intensidad del ADN
extraido de cada muestra con un ADN patrén (10, 50, 200
ug/ml) .

2- Amplificacion de ADN via PCR y visualizacion:

El protocolo para RAPD-PCR fue basado en Williams
et al. (1990) con modificaciones menores La mezcla de
reaccién (10 ul) contiene 3.42 ul de agua destilada auto-
clavada, 1,30 ul de tampén 10x con MgClz, 1,04 ul de de
dNTP (2,5mM), 1.04 ul de BSA (Stratagene, 10 mg/ml), 3
ul de “primer”( 5-7 ng/ml), 1U de Taqg DNA polimerasa
(LIFE TECHNOLOGIES) y 10 ng de la muestra de ADN
a estudio. Las reacciones fueron contenidas en tubos Ep-
pendorff de 0.5 ml y recubiertos con 50 u1 de aceite mine-
ral. La amplificacién via PCR fue realizada en Termocicla-
dor de placa con 96 pocillos PTC-100, MJ Research Inc.
usando el siguiente perfil de ciclos: : Paso 1)92°C/1min,
Paso 2) 35°C/1 min, Paso 3) 72°C/2 min, 40 Ciclos, Exten-
sién) 72°C/7 min. Una centena de primers de 10 pb de se-
cuencia arbitraria fueron aplicados del Kit de serie Operon
Technologies, Inc:, Alameda California. Veinticuatro de la
centena utilizada dieron bandas reproducibles y fueron se-
leccionados para el uso (Tabla 2). Los productos de ampli-
ficaci6n se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% y visualizados usando el método de tincién
del bromuro de etidio 0,4 ug/ml. El tamafio de los fragmen-
tos amplificados fue calculado por comparacién con el mar-
cador Ladder 1 kb entre 300 y 1500 pb (Gibco BRL). Todos
los geles fueron fotografiados sobre luz ultravioleta con fil-
me Polaroid. La repetitividad de los patrones de bandas
RAPD fue controlada, asi como los factores que afectaban
el niimero de bandas generadas por primer. En un rango de
concentracién de ADN molde, p.ej: 5, 30, 70, 100, 150, 200,
250, y 30 ng/ul, concentraciones >/ 200 ng/ul resultaron en

Tabla 2. Secuencia de nucledtidos de ios 24 primers usados en
este estudio. Los niimeros y series coresponden a las referencias
de OPERON Technologies, Inc:, Alameda California

Primer Secuencia Primer Secuencia

A10 GTGATCGCAG R3 ACACAGAGGG
B19 ACCCCCGAAG R4 CCCGTAGCAC
D5 GGTCTACACC R16 CTCTGCGCGT
G1 CTACGGAGGA E) ACGGGCCAGT
G5 CTGAGACGGA W11 CTGATGCGTG
G6 GTGCCTAACC X2 TTCCGCCACC
Gi1 TGCCCGTCGT X4 CCGCTACCGA
G15 ACTGGGACTC X12 TCGCCAGCCA
Gi8 GGCTCATGTG X13 ACGGGAGCAA
G19 GTCAGGGCAA X17 - GACACGGACC
J5 CTCCATGGGG Y4 GGCTGCAATG
K12 TGGCCCTCAC Y15 AGTCGCCCTT
Ni2 CACAGACACC 212 TCAACGGGAC

un bajo mimero de bandas amplificadas, mientras que 5, 30
y 70 ng/ul de ADN dan el mismo nimero de bandas repro-
ducibles. Entonces se seleccioné 10 ng/ul de ADN molde
para todas las amplificaciones. Controles negativos fueron
usados rutinariamente para chequear posibles contamina-
ciones.

3- Interpretacion y andlisis de resultados.

Cada muestra se caracteriz6 por su fenotipo multiloci
(FML), representado por las diferentes combinaciones de
bandas encontradas en todos los supuestos loci (cada zona
de banda RAPD). Para cada muestra, analizada con todos
los “primers”, se obtuvo un FML determinado. Tanto las
bandas débiles como de intensidad imperceptible y bandas
de arrastre fueron excluidas del andlisis final de datos. Las
bandas con el mismo peso molecular y movilidad fueron
tratadas como fragmentos idénticos. En la matriz de datos,
la presencia de una banda fue codificada como 1, mientras
la ausencia de banda fue codificada como O. La falla en la
amplificacién de una muestra o dato faltante fue codifica-
da como 9. ‘

3.1.) Andlisis cladistico: Nos basamos en el método de la
méaxima parsimonia (redes de Wagner) de Farris (1970),
uséndose el paquete estadistico PHYLIP 3.57c (Felsens-
tein, 1995), aplicindose el algoritmo MIX. Cada banda
RAPD obtenida se usé como un caricter, y los estados de
ese cardcter son su presencia o ausencia. Para evaluar la
robustez de las distancias entre biotipos en las redes de
Wagner se us6 el procedimiento “bootstrap” de Felsens-
tein (1985).

3.2) Andlisis fenético: Las matrices de datos fueron ana-
lizados por el programa SIMQUAL de NTSYS, y las
similitudes entre accesiones fueron estimadas usando
el coeficiente de Jaccard (1908), calculado como J=a/
(n-d) donde a es el numero de coincidencias positivas
(p.ej. la presencia de una banda en ambas muestras) d
es el nimero de coincidencias negativas (p. €j. la au-
sencia de una banda en ambas muestras) y n el total de
la muestra, incluyendo el nimero de coincidencias y
discordancias (Rohlf 1993). Los dendrogramas fueron
producidos del resultado de las matrices de similitud
usando el método UPGMA:

3.3) Andlisis multivariado: se realizaron Analisis de

‘Componentes Principales (ACP) a partir de la matriz

binaria generada con los FML resultantes. Se obtuvie-
ron representaciones gréficas tridimensionales sobre la
cual son situados todos los biotipos, 1o cual permitié
resaltar lo més esencial de ]a informacién contenida en
estos datos. Este método se aplicé para controlar la va-
lidez de los grupos determinados por los otros tipos de
andlisis. El andlisis se efectud con el programa NTSYS
1.8 (Rohlf, 1993).
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RESULTADOS

Las especies empleadas en el andlisis filogenético (di,
tetra, penta, hexa y octoploides) amplificaron exitosamen-
te para los siguientes «primers»: B19-D10-G5-G11-G18-
J5-K12-R3-R4-R16-W11-X2-X4-X12-X17-Y15. Los pa-
drones de bandas obtenidos mostraron una gran variabili-
dad a nivel interespecifico, siendo para este caso los méis
resolutivos: K12-R4-R16-W11(Fig. 1)-X4-X12. Los dife-
rentes perfiles de bandas al efectuar los ACP, se agruparon
en los ejes X, Yy Z (que mostraban 52% de la variabili-

7 89 10111213141516171819202122232425

Figural. Patrones de bandas RAPD en diferentes especies de
Paspalum, generados con el primer OPW11. (2) Pinterm. (3) Pjurg.,
(@) Pjurg.nn (5) Pjurg.ig (6) Pdfy(7) Pd.~;.(8) Purv. (9) Paucip
(10) Pauciy 5 (11) Prolif g, (12) Prolif g (13) Pd.dyggipp, (14)
Pd.dsg, (15) P.d.dyg(16) Pd.dy (17) Pd.dg3y, (18) Pd.f*Pd.cps (19)
PdN*Pdqy, 20) Rdy peg1p (21) Pd 1 g 601231 (22) Pdcyng(23)
Py (24 Pd 1o 5) Pd Umg.(l) Fragmentos de ADN digerido
con HindIlI de tamafios conocidos.

0,48 0,59 0,70

dad observada) de acuerdo a los niveles de ploidia y ubica-
ci6n sistemadtica (Fig. 2). Las accesiones diploides (2x) se
agruparon conjuntamente aunque pertenecieran a diferen-
tes especies (Paspalum intermedium, F, jurgensiiv;, P, jur-
gensii 1oy P, jurgensii ,,). Las especies tetraploides (4X)
se agruparon en dos ndcleos: uno con las especies del gru-
po Diltatata y otro con las del grupo Livida. Las accesio-
nes correspondientes a P. dilatatum diltatatum (5x) se agru-
paron conjuntamente a excepcién del biotipo P. dilatatum
ssp diltatatum Melilla considerado a priori como fuera del
tipo “Comin” aunque posea 50 cromosomas. Las subes

Especies 4X
Livida

Especies 2X Especies X

Y=0.11 [ 20 sexuales

X=031

,Figura 2. Andlisis de Componentes Principales de 24 accesiones
de Paspalum obtenido a partir de RAPD mostrando la variacién
obtenida en los tres principales ejes X, Yy Z.
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P.D.URUG

P.PROLIF.FC
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Figura 3. Anélisis fenético basado en distancia de Jaccard obtenidas a partir de RAPD en 24 accesiones de Paspalum.
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Especies 4X
. GRUPO DILATATA

Hibridos

Clones Sexuales
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Especies 4X
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* Los nimeros representan las distancias patristicas o evolutivas entre las diversas accesiones.

trado, en 100 repli
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Figura 4. Anilisis filogenético usando redes de Wagner en diversas especies de Paspalum a partir de marcadores RAPD
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Figura 5. Patrones de bandas RAPD en el cruzamiento
interespecifico, generados con el primer OPW11 (1) Paspalum
dilatatum LE 69.12 a (2) P. dilatatum sgp. dilatatum * (3-12)
Descendientes . Variacién en zona Z .

pecies hexaploides aunque de diversos origenes (Uruguaia-
nay Torres-Brasil, Chird-Uruguay) se agruparon en un solo
bloque. El analisis de accesiones obtenidas en forma artifi-
cial a partir de cruzamientos inter e intraespecificos, reali-
zados en inverniculo en Uruguay, mostraron asociaciones
de acuerdo con su origen. Los clones hexaploides sexuales
obtenidos en la Fac. de Agronomia (P. dilatatum L.E 69.12
y P. dilatatum L.E 69.12.31 se agrupan conjuntamente pero
muy préximas a las especies hexaploides de origen “natu-
ral”. Los hibridos entres especies tetraploides (P. urvillei
y P. d. ssp. flavescenes) con el biotipo «Chiri» de la espe-
cie sexual hexaploide P. diltatatum, se agruparon conjun-
tamente pero en una ubicacién intermedia entre las espe-
cies tetra y hexaploides. Finalmente el clon sintético P. di-
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Figura 6. Patrones de bandas RAPD en diversas accesiones de
Paspalum dilatatum ssp flavescens, generados con el primer
OPG6. (2) Pdfy,0701i(3) Pdfgy1:(4) Pd.f55(5) Pd.fge.,(6)
Pd.feoT) Pd.fr, pa; B) Pd.fi* Purvg(9) Pd.fy,uy (10)
RdeLecq(ll) Pd fsa o(12) Pd.fp p,(13) P.urv. (1) Fragmentos
de ADN digerido con HirdllI de tamafios conocidos.

latarum “Cundidor” obtenido artificialmente de la hibrida-
cién de P. dilatatum L.E 69.12 (6X) x P. proliferum (4XL)
se ubico equidistantemente de sus progenitores. El mismo
resultado se observé tanto en el analisis basado en las dis-
tancias de Jaccard agrupadas segiin el método UPGMA
(Fig. 3) y el filogenético a partir de las redes de Wagner

. (Fig. 4). Este iiltimo andlisis mostré ademds el grado de

fortaleza de los diversos agrupamientos por el método
«bootstrap» (con 100 replicaciones). Los agrupamientos
con mayor grado de «fortaleza» fueron los de las especies
diploides (100), pentaploides (83) y hexaploides (75). Fue
algo menor para las especies tetraploides, tanto del grupo
Dilatata (50 y 58) como Livida (67).

En el estudio de la descendencia de hibridos interespe-
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Figura 7. Andlisis de Componentes Principales de 11 accesiones de
Paspalum dilatatum ssp. flavescens obtenido a partir de RAPD
mostrando la variacién obtenida en los tres principalés ejes X, Y'y Z

cificos entre P. dilatatum LE 69.12 x P. dilatatum spp.
dilatatum en el que se pretendia determinar si habia ocurri-
do hibridacién, los «primers» que mostraron diferencias
entre ambos padres fueron: A10-J5-R3-R16-U15-W11-
X17-Y15. Entre ellos, 3 «primers» (A10, R3,W11-Fig. 5)
mostraron bandas que estaban presentes en el padre y au-
sentes en la madre lo cual aseguraba que los individuos de
la descendencia con esta banda eran seguros hibridos. De

0,81

0,68 0,74

los descendientes estudiados, 3 fueron catalogados como
verdaderos hibridos (H2. H3, H9) y ya han sido introduci-
dos en nuevos programas de mejoramiento genético.

En el programa de cruzamiento que se realiza en la Fac.
de Agronomia, se detect la utilidad de P. dilatatum spp.
flavescens (4X) como progenitor, en funcién de su aparen-
te variabilidad genética. Con las accesiones de esta subes-
pecie procedentes de diferentes localidades de su 4drea de
distribucién geogréfica, se realizé un estudio preliminar
en 11 de las mismas la cuales mostraban diferentes hébitos
de crecimiento. Luego de analizar los primers aplicados a
los dos experimentos anteriores, fueron seleccionados los
siguientes: A10-B19-G6-G15-G19-J5-R3-R4-R16-U15-
W11-X2-X12-X17-Y15-Z12. La Figura 6 muestra la va-
riacién observada con el primer OPG6 en las zonas Ry S
que permite detectar la variabilidad intraespecifica en las
diversas accesiones de esta subespecie. En el analisis a partir
de ACP (Fig. 7) se observa’upa clara diferencia entre las
accesiones de habito de crecimiento erecto, con la acce-
si6n Pdf g de hébito postrado (de P. dilatatum spp. flaves-
cens 4o 15)- Usando como referencia P. urvilleiSOHS, espe-
cie también tetraploide y que en el estudio interespecifico
era la méis préxima, se observé una ubicacion en los ejes
X, Y y Z del ACP, (que mostraban 62% de la variabilidad
detectada) completamente separada en las dos especies. Los
mismos resultados se han observado en el analisis a partir
de distancias de Jaccard y la correspondiente presentacién
mediante UPGMA (Fig. 8).

0,88 0,95

P.d.f.Araz
P.d.f.52
P.d.i.66b
P.d.f.60

L

P.d.f.1*P.U.
P.d.f.Art

P.d.f.PLcq
P.d.f.LPaz

P.d.f.Sayago

P.d.f.PBatlle

P.d.f.Solis

P.d.f.urvillei

Figura 8. Andlisis fenético basado en distancia de Jaccard obtenidas a partir de RAPD en 11 accesiones de Paspalum dilatatum ssp.

flavescens
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DISCUSION

En cualquier estudio de caracterizacién genética de es-
pecies vegetales, ya sea con fines de mejoramiento o de
evaluacién de colecciones de germoplasma, la obtencién
de marcadores genéticos de buena sensibilidad resulta de
vital importancia. Asimismo deben ser facilmente interpre-
tables desde el punto de vista genético en lo relativo a su
modo de control y herencia.

El anilisis filogenético interespecifico basado en las
caracteristicas de bandas RAPD, es concordante con las
hipétesis planteadas anteriormente con respecto al origen
y evoluci6n de este grupo de especies (Burson, 1983, 1989).
Las especies diploides (2X) propuestas como la base evo-
lutiva del grupo Dilatata aparecieron en todos los andlisis
(UPGMA, ACP y redes de Wagner) agrupados conjunta-
mente y totalmente separadas del resto. Asimismo mostra-
ron la mayor «fortaleza» en el andlisis «bootstrap» lo que
confirmarfa que son la base evolutiva de este grupo de es-
pecies. Las especies tetraploides (4X) del grupo Dilatata,
obtenidas segtin la teorfa de Burson (op.cit) por duplica-
cién cromosdémica a partir de las diploides fueron las mgs
préximas de las diploides lo que coincidiria con esta hipé-
tesis. Las tetraploides del grupo Livida fueron similares a
las del grupo Dilatata, pero més alejadas de las diploides.
Los biotipos pentaploides (5X) de P. dilatatum ssp. dilata-
tum, se ubicaron mds cerca de las especies hexaploides (6X)
que las tetraploides (4X). Esto podria deberse al grado de
diferenciacién genética que aporta el genomio X, que ha-
bria sido aportado por alguna especie hexaploide y que no
estd presente en las tetraploides. A este genomio se le asig-
na el control de la apomixis, caracteristica deseada en todo
programa de cruzamiento para uno de los progenitores cuan-
do se han detectado fenotipos «interesantes» desde el pun-
to productivo. Los clones hexaploides sexuales Pdilatatum
L.E. 69.12 y P. dilatatum 1..E.69.12.31 se ubicaron con-
juntamente pero separados de las apomicticas (6X). Todas
las especies con el genomio X, (4X, 5X, 6X) mostraron
agrupamijentos muy consistentes con indices de «boots-
trap» superiores a 75.

Con respecto a los cruzamientos interespecificos el hi-
brido «Cundidor» aparecié equidistante de sus progenito-
res P. proliferum (4X L) y P. dilatatum «Chini» (6X) tanto
en el andlisis con ACP como en la filogenia mediante redes
de Wagner y un indice «bootstrap» de 100. El anélisis fe-
nético basado en distancias de Jaccard mostré que las es-
pecies del grupo Livida se separaron del resto (Fig. 5) y los
clones sexuales, muy proximos a su progenitor apomicti-
co. Esto se podria explicar porque el hibrido «Cundidor»
tiene 80 cromosomas, de los cuales 60 son los mismos del
padre hexaploide.

Los hibridos entre especies sexuales 4X y P. dilatatum
«Chird» (apomictica) fueron mas cercanos a las especies
penta (5X) y hexa (6X) que alas tetraploides del grupo Dila-
tata. Esta ubicacién se explicarfa por poseer estos hibridos

caracteristicas fenotipicas més cercanas a aquellas que po-
seen el genomio X (5X y 6X) que alas tetraploides que apor-
tan solamente la fuente de sexualidad para este cruzamiento.

La fuente de sexualidad, y por tanto de variabilidad ge-
nética, es uno de los puntos a tener en cuenta en el progra-
ma de cruzamientos que tiene como finalidad la resintesis
de P. dilatatum ssp. dilatatum de 50 cromosomas. El estu-
dio de P, dilatatum ssp. flavescenes, presenta el interés de
caracterizar una especie ampliamente distribuida en nues-
tro pais y con variados hédbitos de crecimiento, los cuales
pueden ser muy interesantes a considerar en el programa
de resintesis. Los marcadores moleculares obtenidos per-

‘mitieron diferenciar los biotipos de diferentes habitos de

crecimiento y procedentes de diferentes regiones de Uru-
guay, lo cual confirma la variabilidad obtenida a nivel fe-
notipico y la segregacién detectada con otros marcadores
genéticos (Pereira y Speranza, 1997b).

El cruzamiento realizado también con la finalidad de
resintesis entre especies que poseen el genomio X (. dila-
tatum LE 69.12 -6X x P. dilatatum spp. dilatatumy;, -
5X) sirvi6 para confirmar el control dominante de los mar-
cadores RAPD y su relacién con el niimero cromos6mico.
Los tres hibridos que presentaban la banda del progenitor
masculino (5X) eran de 50 cromosomas y el resto eran de
un niimero superior y cercano a 60.

Los marcadores utilizados en este trabajo han permitido
diferenciar con mayor facilidad y en menor tiempo, res-
pecto a las técnicas citogenéticas y embrioldgicas, el ca-
récter hibrido de los descendientes de diversos cruzamien-
tos. Esta particularidad los hace de gran utilidad para ana-
lizar grandes descendencias de cruzamientos realizados para
la resintesis de P. dilatatum ssp. dilatatum. Al obtener se-
millas en la planta utilizada como madre en cada hibrida-
cién, se las hace germinar y con las hojas jévenes obteni-
das ya es posible identificar toda la progenie. Solamente
seran tenidas en cuenta aquellas que sean «hibridos verda-
deros» desechandose el resto con la consiguiente ganancia
de tiempo y dinero.

Los andlisis filogenéticos permitirfan la caracterizacién
de nuevos progenitores, que como estrategia de trabajo se
pretende que sean diferentes y lo més contrastantes posi-
bles desde el punto de vista genético. Con la ayuda de mar-
cadores moleculares se pueden utilizar individuos genéti-
camente caracterizados previamente, en forma segura, ra-
pida y econémica. :
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