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LOS DESAFIOS DE LA EXPLORACION DE LOS RECURSOS
GENETICOS EN PLANTAS APOMICTICAS: LECCIONES DEL CASO
DE Paspalum dilatatum

Speranza, P.!

RESUMEN

La apomixis combina la reproduccion asexual con la produccion de semillas. La dispersion de genotipos
individuales a través de semillas probablemente sea un factor muy relevante en la estructuracion geogréafica del
germoplasma en estas especies. Si bien se conoce que las poblaciones de plantas de reproduccion asexual son
frecuentemente multiclonales, frecuentemente no se distingue entre la variacion mutacional dentro de un genotipo
determinado de aquella producida por recombinacién sexual. Esta distincion es fundamental ya que los
recombinantes probablemente contengan el rango mas amplio de variabilidad genotipica. Paspalum dilatatum
ha sido una de las primeras gramineas estivales que se han utilizado como forrajeras pero a pesar de haberse
realizado extensas evaluaciones de germoplasma, subsisten diversas limitantes para su uso. Un anélisis de
variabilidad genética realizado con 11 loci de microsatélites en una coleccion de 95 accesiones mostré que el
biotipo pentaploide P. dilatatum esta constituido por un clon dominante y unos pocos genotipos recombinantes,
mayormente originados por hibridaciones del clon dominante con especies relacionadas sexualmente compati-
bles. Todos los genotipos recombinantes se encontraron geograficamente relacionados con las contrapartes
sexuales involucradas y en accesiones que también contenian individuos del clon dominante. La variacion
mutacional dentro del clon dominante no estaba estructurada genéticamente. Es posible que la estructura de la
variabilidad genética en P. dilatatum constituya un modelo extremo. Sin embargo, patrones evolutivos similares
probablemente podrian encontrarse en muchos complejos apomicticos. La utilizacion de marcadores moleculares,
laidentificacion y localizacion de las fuentes de sexualidad compatibles y la discriminacion entre la variabilidad
generada por mutacién y recombinacion seguramente aumentarian la eficiencia de la evaluacién y conservacion
del germoplasma. Paraello, las colecciones deben reestructurarse como clones individualizados. Finalmente, el
analisis filogenético de la informacion proporcionada por los mismos marcadores permite una exploracion
mucho més racional de la variabilidad mutacional dentro de cada clon.
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SUMMARY

THE CHALLENGES OF THE EXPLORATION OF GENETIC
RESOURCES IN APOMICTIC PLANTS: LESSONS FROM
Paspalum dilatatum

Apomixis combines asexual reproduction with seed production. The dispersion of individual genotypes by
seed is probably a very relevant factor in determining the geographical structure of germplasm in apomictic
species. Although it is accepted that asexual plant populations are often multliclonal, mutational variation is
frequently not distinguished from that caused by sexual recombination. This distinction is crucial since
recombinants may represent the widest range of genotypic variation. Paspalum dilatatum is one of the fist
warm-season grasses to have been used for forage but in spite of extensive germplasm evaluations, limitations
for its use have not been overcome. An analysis of genetic variability performed with 11 microsatellite loci on
a collection of 95 accessions showed that P. dilatatum comprises a dominant clone and a few recombinant
genotypes, mostly originated by hybridization of the dominant clone and related sexually compatible species.
All the recombinant genotypes were geographically related to the sexual counterparts involved and they were
found in accessions that also contained individuals belonging to the dominant clone. The structure of the genetic
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variability in P. dilatatum may represent an extreme case; however, similar evolutionary patterns may be found
in other apomictic complexes. The use of molecular markers, the identification and localization of the compatible
sexual counterparts, and the discrimination between mutational and recombinational variation, would clearly
increase the efficiency in the use and evaluation of germplasm. Finally, a phylogenetic analysis of the information
provided by the same markers would allow a more rational exploration of mutational variability within each

clone.
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INTRODUCCION

La reproduccion apomictica combina la reproduccion
asexual con la produccion de 6rganos especializados en la
dispersién como las semillas. El alto poder de dispersién
de los genotipos individuales probablemente constituya
el aspecto mas relevante en la estructuracion geografica
del germoplasma, sobre todo cuando se combina con pro-
porciones muy bajas de reproduccion sexual. Las dos fuen-
tes principales de variabilidad genética en especies
apomicticas son la recombinacion sexual y las mutacio-
nes. Es generalmente aceptado que las poblaciones de
especies de reproduccién asexual son frecuentemente
multiclonales (Ellstrand & Roose, 1987; Asker & Jerling,
1992; Widén et al., 1994). Sin embargo, sorprendentemente
esta aseveracion se ve condicionada por las diferentes
acepciones del concepto de clon utilizadas en la literatura.
En laacepcion corrientemente utilizada en mejoramiento y
acufiada por Webber (1903), la palabra “clon” designa la
progenie producida vegetativamente a partir de una plan-
ta original. Este concepto es facilmente generalizable a la
progenie producida por sucesivos ciclos de reproduccion
apomictica. Sin embargo, la palabra es frecuentemente uti-
lizada para designar genotipos estrictamente idénticos. Asi
en estudios de variabilidad genética en poblaciones de
plantas clonales, el nimero de clones resulta altamente
dependiente de la sensibilidad de la técnica utilizada para
detectarlos (Ellstrand & Roose, 1987). Con la utilizacion de
marcadores moleculares cada vez mas sensibles, la proba-
bilidad de detectar “verdaderos clones” segun esta acep-
cién es cada vez menor (Loxdale & Lushai, 2003). Desde el
punto de vista de la exploracién de la variabilidad genética
utilizable en una especie, la discriminacién entre variantes
mutacionales y recombinantes producidos por hibridacion,
resulta de crucial importancia. Esta distincion, frecuente-
mente no se hace.

En sistemas experimentales como Taraxacum, se ha
hecho especial énfasis en discriminar la variabilidad deri-
vada de mutaciones (dentro de clones) de aquélla deriva-
da de la reproduccién sexual (Van der Hulst et al., 2000)
utilizando metodologias que especificamente intentan iden-
tificar los genotipos recombinantes en base a marcadores

moleculares (Mes 1998; Mes et al., 2002). La variabilidad
generada por mutacion, deberia generar una estructura je-
rarquica de genotipos. El analisis de compatibilidad de
caracteres utilizado por Mes (1998) se basa en la compati-
bilidad de las combinaciones de caracteres en una matriz
de presencia/ausencia con una posible estructura jeréar-
quica pero provee sélo una aproximacion a la identifica-
cion de recombinantes.

Dado que la recombinacidn sexual en especies
apomicticas frecuentemente representa eventos de hibri-
dacidn relativamente amplia, la no individualizacion de los
clones recombinantes resulta necesariamente en una sig-
nificativa subvaloracion del rango de variabilidad natural
utilizable en una especie. Estos recombinantes sexuales
pueden ser poco frecuentes y la deteccion de los mismos
resulta improbable si no se hace deliberadamente. La
recombinacion sexual s6lo puede ocurrir en aquellos luga-
res donde existan contrapartes sexuales compatibles, ya
se trate de individuos sexuales de la misma especie o espe-
cies relacionadas. En esas areas, se concentra la mayor
variabilidad de la especie o citotipo apomictico (por ejem-
plo: de Wet, 1968; Daurelio et al., 2004). La existencia y
localizacion de estas reas como se verd méas adelante, no
siempre es evidente y los componentes sexuales pueden
ya no estar presentes.

EL CASO DE Paspalum dilatatum

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea nativa de las
praderas templadas de Sudamérica. Si bien ha sido una de
las primeras gramineas de ciclo estival que se han utilizado
como forrajeras (Skerman & Riveros, 1992), subsisten di-
versas limitantes para su uso, principalmente, su baja pro-
duccién de semilla y susceptibilidad al hongo Claviceps
paspali. Paspalum dilatatum se incluye en el grupo
Dilatata junto con varias entidades sexuales y apomicticas.
Debido a la complejidad de las relaciones entre estas enti-
dades los rangos taxondmicos formalmente reconocidos
de las mismas son arbitrarios. En esta presentacion me
referiré a todos ellos como “biotipos”. El grupo Dilatata
incluye cinco biotipos sexuales de formula genédmica 11JJ
(P. urvillei Steud., P. dasypleurum Kunze ex Desv., P.
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dilatatum ssp. flavescens Roseng. Arr. et 1zag. y los biotipos
Virasoro y Vacaria de P. dilatatum). Estos biotipos sexua-
les se encuentran geografica, genética y morfol6gicamente
bien diferenciados y probablemente todos ellos merezcan
rango especifico. EI grupo también incluye un biotipo
pentaploide apomictico, P. dilatatum ssp. dilatatum de
formula genémica 11JJX, y varios otros biotipos
apomicticos monoclonales de diferentes niveles de ploidia,
la mayor parte de los cuales son probablemente derivados
del pentaploide (Speranza, 2005). Recientemente se desa-
rrollaron microsatélites para las especies del grupo Dilatata
(Speranza, 2005). Este tipo de marcadores tienen un alto
poder de resolucion debido a su alta variablidad y a su
naturaleza codominante. Se caracterizaron 95 accesiones
pentaploides de P. dilatatum de las colecciones del Banco
de Germoplasma de la Facultad de Agronomiay el Depar-
tamento de Agricultura de los EE. UU. representando el
area de origen y areas en que la especie ha sido introduci-
da. Para caracterizar esta coleccion se utilizaron 11 loci de
microsatélites. Para la mayoria de la coleccion se analizd
un individuo de cada accesién y para 10 de éstas, se ana-
lizaron ocho individuos. Las variantes clonales y los
recombinantes se discriminaron por comparacion directa
de los genotipos, tomando en cuenta la conservacion de
combinaciones heterocigotas y la presencia de alelos com-
partidos con los biotipos sexuales de la especie.

Los principales resultados de este estudio fueron:

1) El citotipo pentaploide de P. dilatatum esta constitui-
do por un anico clon dominante y varios clones
recombinantes derivados en su mayor parte de éste.

2) El clon dominante es heterocigoto para todos los loci
analizados y se encuentra distribuido en toda el area
nativa de la especie.

3) Todos los individuos provenientes de otras regiones
del mundo pertenecieron a este clon.

4) La variacién mutacional dentro del clon dominante
no presenta estructura geogréafica definida y las po-
blaciones pueden ser muy heterogéneas para estos
genotipos.

5) Los recombinantes, fijados por apomixis, son en su
mayoria derivados del clon dominante y constituyen
hibridos F1 de éste con los biotipos tetraploides loca-
les.

6) En todas las accesiones en que se encontraron
genotipos recombinantes también se encuentran in-
dividuos del clon dominante.

Los recombinantes constituyeron sélo un 10% de una
coleccién confeccionada especificamente con clones fue-
ra de tipo, mientras que el restante 90% de la coleccion
estuvo constituida por variantes de un dnico clon domi-
nante. Un 40% de las accesiones del clon dominante pro-

venientes de los cinco continentes y un alto nimero de
localidades de la region de origen fueron indistinguibles
para 11 loci heterocigotos de microsatélites. A su vez, en
s6lo ocho individuos provenientes de una determinada
poblacién se detectaron cinco variantes mutacionales del
clon tipico y un genotipo recombinante.

La variabilidad genética en la especie no se encuentra
distribuida entre accesiones sino principalmente dentro
de éstas. Dado que los genotipos recombinantes consti-
tuyen hibridaciones inter-biotipicas, es esperable que la
mayor parte de la diversidad en el citotipo esté representa-
da por éstos.

La conservacion y evaluacidn de recursos genéticos, a
falta de otras fuentes de informacion, debe hacerse bajo el
supuesto implicito de que la variabilidad se encuentra
estructurada geograficamente. En el caso de P. dilatatum,
lainclusion de germoplasma proveniente de fuera del area
de origen de la especie, implicaria un gran aumento en la
utilizacién de recursos con muy poco beneficio desde el
punto de vista de la variabilidad evaluada. Inclusive la
caracterizacién ecoldgica o edafoldgica de los sitios de
colecta aun dentro del area de origen, no podria haber
mejorado la eficiencia del muestreo debido a laamplia dis-
tribucién y mezcla de las variantes clonales. Debido a que
todos los clones recombinantes se encontraron en acce-
siones que también contenian variantes del clon tipico, la
no individualizacion temprana de los mismos impide su
evaluacion independiente. Mientras que una gran propor-
cion de recombinantes no hubieran podido ser identifica-
dos facilmente por su morfologia, existe informacion preli-
minar de que contienen una considerable variabilidad fi-
siolégica.

En el caso de P. dilatatum se identificaron tres grupos
de recombinantes segun la fuente de sexualidad
involucrada. La distribucién geografica de dos de estos
grupos se relaciona con el &rea de distribucién del biotipo
sexual cuya participacién es sugerida por los alelos de
microsatélites que contienen: Virasoro y ssp. flavescens.
Sin embargo, un tercer grupo de recombinantes, se distri-
buye en un &rea en la cual no se han identificado biotipos
tetraploides del grupo Dilatata y contienen alelos que de-
latan la participacién de una fuente de sexualidad desco-
nocida. Esta fuente de sexualidad puede estar actualmente
extinta o existir en forma relictual ain no detectada. La
participacion de Virasoro en hibridaciones con biotipos
apomicticos fue sugerida recientemente por Machado et
al. (2005) en base a un caréacter de facil observacion como
el namero de nervaduras en las glumas. En cambio, la par-
ticipacion de ssp. flavescens sélo habia sido sugerida por
resultados experimentales de nuestro grupo pero no se
contaba con evidencia morfolégica definitiva. Aln con
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marcadores moleculares como AFLP (datos no publica-
dos) estos Ultimos hibridos no pudieron identificarse de-
bido a la falta de marcadores especificos de ssp. flavescens
no presentes en el clon tipico de P. dilatatum. Como conse-
cuencia, si bien el muestreo deliberado en areas de super-
posicidn con contrapartes sexuales compatibles parece ser
una aproximacién aceptable a la exploracién de
germoplasma en entidades apomicticas, la extincién o no
identificacion de las mismas puede determinar el no apro-
vechamiento de una gran parte de la variabilidad.

Paspalum dilatatum presentd varias caracteristicas que

permitieron una identificacién clara de los patrones de
generacion de variabilidad involucrados:

1. Los diferentes biotipos sexuales del complejo fue-
ron facilmente identificables por sus alelos caracte-
risticos y se encuentran genéticamente aislados.

2. Los componentes sexuales tienen distribuciones geo-
gréficas restringidas.

3. Existe un unico genotipo pentaploide altamente do-
minante que esté directamente involucrado en la ge-
neracién de los hibridos.

4. El genotipo dominante es completamente
heterocigoto para estos marcadores y permitié de-
tectar facilmente la recombinacion sexual.

5. La herencia de los marcadores utilizados es disémica.

CONCLUSIONES

El desarrollo de marcadores moleculares de alto poder
discriminante resulta cada vez méas accesible econémicay
tecnolégicamente. Es actualmente posible realizar, atin en
nuestras condiciones, analisis de la variabilidad genética
que permitan realizar una exploracion racional del germo-
plasma de especies apomicticas. Es posible que P. dilata-
tum constituya un modelo extremo desde el punto de vista
de la estructura de su variabilidad genética; sin embargo
los efectos de patrones evolutivos similares probablemente
puedan encontrarse en muchos complejos apomicticos que
se encuentran actualmente en estudio. La utilizacion de
marcadores moleculares, la identificacion y localizacion de
las fuentes de sexualidad compatibles y la discriminacion
entre la variabilidad generada por mutacién y recombina-
cién seguramente aumentaran en gran medida la eficiencia
de la evaluacion y conservacion del germoplasma en es-
pecies apomicticas. Para ello las colecciones deben rees-
tructurarse como clones individualizados. Finalmente, el
analisis filogenético de la informacién proporcionada por
los mismos marcadores puede permitir una exploracion
mucho maés racional de la variabilidad mutacional dentro
de cada clon.
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