AVANCES DE INVESTIGACION EN RECURSOS
GENETICOS EN EL CONO SUR



PRESENTACION

El Programa Cooperativo para el Desarrollo Tecnoldgico Agroalimentario y Agroindustrial del Cono Sur
— PROCISUR, creado en 1980 con el apoyo del Banco Interamericano de Desarrollo — BID, constituye un
esfuerzo conjunto de los Institutos Nacionales de Investigacion Agropecuaria — INIAs de Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y el Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura
—1IICA.

La preocupacion por los recursos genéticos de la region ha estado presente desde la creacion de
PROCISUR utilizando a través de este tiempo distintos mecanismos para apoyar la cooperacion regional.
Actualmente cuenta con una organizacion en red (Red de Recursos Genéticos del Cono Sur- REGENSUR)
en la que participan y articulan los principales actores e instituciones vinculadas a la conservacion y
utilizacion del material genético, constituyendo un capital de alto valor para el presente y futuro del
desarrollo agricola de la region.

En ese contexto, PROCISUR ha estimulado y apoyado la realizacion de esta publicacion sobre “Avances
de Investigacion en Recursos Genéticos de los Paises del Cono Sur”.

Esta segunda publicacion de PROCISUR sobre investigacion en recursos genéticos pretende recoger un
conjunto de trabajos de investigacion relevantes para la region abarcando los tltimos 5 afios, periodo en
cierto modo coincidente desde la creacion la red REGENSUR. Se seleccionaron un total de 20
contribuciones en Recursos Genéticos (12 de investigacion y 8 comunicaciones) que representan el
laborioso trabajo de 70 investigadores, principalmente provenientes de los Institutos de Investigacion
vinculados a PROCISUR, pero también a varias Universidades y otras organizaciones publicas y privadas
de la region.

Con esta publicacion PROCISUR desea subrayar la importancia y su compromiso con los recursos
genéticos, que son la materia prima indispensable para satisfacer la creciente demanda de alimento de la
humanidad, promoviendo su conservacién y aprovechamiento racional que garantice la mantencion de la
biodiversidad para las generaciones futuras.

Emilio Ruz
Secretario Ejecutivo
PROCISUR



PROLOGO

El objetivo general de la Red de Recursos Genéticos de PROCISUR, REGENSUR, es promover el
fortalecimiento de la capacidad técnica y operativa de las instituciones de los paises miembros de la red
con el fin de conservar, enriquecer, valorar, identificar, caracterizar y utilizar los recursos genéticos para
asegurar la disponibilidad de germoplasma e informacion.

Entre sus objetivos especificos figura disponer de un dmbito de discusion de temas de interés comun y
divulgar los avances de investigacion obtenidos en los paises miembros de la red como forma de dar a
conocer los trabajos que se realizan en los paises en el area de los recursos genéticos.

El disponer de un ambito regional donde los investigadores relacionados a la disciplina puedan
periddicamente volcar el resultado de sus investigaciones permitird también cumplir el objetivo de
identificar y relacionar equipos de investigadores, tanto de los paises del Cono Sur entre si como
extraregionales, asi como colaborar en divulgar a la comunidad cientifica las capacidades de la region en
investigacion y desarrollo de un area estratégica como la de los recursos genéticos.

Esta es la segunda entrega de la Serie Avances de Investigacion en Recursos Genéticos de los paises del
Cono Sur, incluyendo por una parte, Articulos Técnicos organizados en estructura formal, y por otra
Comunicaciones e Informes de avances en diferentes temas. Interesa resaltar la presentacion de
investigacion y experiencias en el desarrollo de especies promisorias, como posibles elementos
diversificadores en los sistemas productivos de los paises de la region. Se dan a conocer también, nuevos
proyectos en marcha, donde la REGENSUR tiene como responsabilidad los modulos de recursos
genéticos.

Los Coordinadores Nacionales de la REGENSUR nombraron un Equipo Editor encargado de la
correccion y edicion preliminar de la publicacion, integrado por los Ing. Agr. Andrea Clausen, Federico
Condoén y Ana Berretta.

Ana Berretta
Referente Regional
REGENSUR
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COLECTA Y EVALUACION INICIAL DE POBLACIONES DE AGROPIRO
ALARGADO NATURALIZADAS EN LA REGION PAMPEANA ARGENTINA.
Alonso, S.I.' y Borrajo, C.I1.2

1. RESUMEN

El agropiro alargado es una forrajera tolerante a diferentes situaciones de estrés, que se halla naturalizada
en diferentes ambientes de la region pampeana de la Argentina. Ese germoplasma podria ser de utilidad en
la obtencién de cultivares, por lo que se colectaron poblaciones naturalizadas en la region pampeana y
parte de ellas fue posteriormente sometida a evaluacion inicial. Se colectaron 50 poblaciones, la mayoria
de ellas se desarrollaban a orillas de los caminos, tanto en banquinas altas como, intermedias e inundables.

El cultivar El Vizcachero INTA y 21 poblaciones se cultivaron en un ensayo en el campo, con tres bloques
y siete plantas aisladas por bloque, a fin de registrar varios caracteres cualitativos y cuantitativos. Se
detectaron diferencias fenotipicas entre entradas (p<0,05) para porte, color de follaje, tamafio foliar, altura
de las plantas, nimero de macollos totales y reproductivos, sanidad y ciclo a floracion. Las entradas no
difirieron en indice de floracion, ni en caracteristicas de las espigas. La variabilidad encontrada
posibilitaria el empleo de algunas poblaciones en planes de mejoramiento de esta forrajera.

Palabras claves: Thinopyrum ponticum, germoplasma, habito de crecimiento, color del follaje, altura,
macollaje, floracion, espiguillas, tamafio foliar.

2. INTRODUCCION

En la region pampeana de la Argentina, se encuentra una zona de aproximadamente 10 millones de
hectareas denominada Pampa Deprimida o Inundable, conformada por la Depresion de Laprida y la
Depresion del Salado (Musto y Maddaloni, 2001). Abarca la zona centro oriental de la provincia de
Buenos Aires, la que presenta topografia plana y suelos en su mayoria de tipo intrazonal, con problemas
de halo-hidromorfismo, drenaje deficiente y lento escurrimiento, especialmente en aquellos ubicados en
las zonas bajas e intermedias del relieve (Vervoorst, 1967; Lavado y Taboada, 1985; Musto y Maddaloni,
2001). Las caracteristicas edaficas mencionadas, sumadas al alto contenido de sales superficiales, limitan
las actividades productivas de esa zona principalmente a la cria de ganado vacuno. Los pastizales naturales
constituyen el principal recurso forrajero en esa zona, pero ante la marcada estacionalidad y escasa
productividad de los mismos, se recurre a la implantacion de forrajeras exoticas adaptadas a ambientes con
limitaciones para el crecimiento vegetal (Cauhépé, 1994; Fernandez Grecco, 1999). Entre estas especies,
Thinopyrum  ponticum (Podp.) Barkw. & Dewey (=Elytrigia pontica Podp.) forrajera cominmente
conocida como agropiro alargado, es recomendada como adecuada para su cultivo en suelos intermedios y
alcalinos de la Pampa Deprimida (Cauhépé, 1994), ya que se destaca por su tolerancia a la salinidad y la
alcalinidad, a la sequia y al anegamiento temporario, a las bajas temperaturas invernales y a las altas
temperaturas estivales de la region y, porque produce forraje desde primavera a otofio (Johnson, 1991;
Mazzanti et al., 1992; Ferrari y Maddaloni, 2001).

El agropiro alargado es una forrajera perenne, de ciclo primaveral tardio, originaria de la region
Mediterranea occidental, la Peninsula Balcanica y Asia Menor, que fue introducida en la Argentina a
mediados del siglo pasado y se ha naturalizado en diferentes ambientes de la provincia de Buenos Aires y
de otras provincias argentinas (Covas, 1985; Mazzanti et al., 1992). A pesar de la importancia de esta
especie, en la Argentina no se ha realizado un esfuerzo importante en la obtencion de nuevas variedades
que mejoren algunos aspectos deficitarios de los cultivares existentes, relacionados con la velocidad de
implantacion, la produccion temprana de forraje y la calidad de la materia seca en floracion.

El desarrollo de una especie exdtica en ambientes nuevos y diversos, como los de la region pampeana de
la Argentina, puede generar poblaciones adaptadas a diferentes situaciones y que presenten caracteristicas
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particulares, como ya fuera observado en Lolium multiflorum (Alonso 2004). El germoplasma forrajero
adaptado a la situacion problema resulta de especial interés y valor en el mejoramiento genético, pero
previo a su utilizacion, debe atravesar sucesivas etapas de evaluacion, desde caracterizacion y evaluacion
inicial en invernaculo o a campo como plantas aisladas, a ensayos comparativos de rendimiento y ensayos
de pastoreo (Tyler et al., 1987). En el Banco de Germoplasma BAL, de la Estacion Experimental
Agropecuaria del INTA, en Balcarce (E.E.A.B.), se iniciaron actividades de coleccion y evaluacion de
especies forrajeras nativas y naturalizadas de la region pampeana, a fin de posibilitar su utilizacion en el
desarrollo de cultivares. El presente trabajo tiene como objetivo presentar las actividades de coleccion de
poblaciones naturalizadas de agropiro alargado y la evaluacion inicial de las mismas.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Coleccion

Se efectuaron viajes de colecta de germoplasma de agropiro en las provincias de Buenos Aires y La
Pampa, Argentina, algunos de tipo especifico y otros poliespecificos, en el marco de colectas de forrajeras
templadas. Los viajes se realizaron a principios del otofo, en diferentes afios, siguiendo tanto las rutas
principales como las secundarias, fundamentalmente de la zona centro-oeste bonaerense.

En cada viaje, los sitios de colecta se establecieron cada 50km y en cada uno de ellos en los que se
encontraba una poblacién de agropiro, se cosech6 una espiga de cada uno de 100 individuos seleccionados
al azar (Hawkes, 1976). Ademas se obtuvo y herborizé un ejemplar de referencia de la poblacion y se
registraron las caracteristicas del sitio y de la flora acompafiante. Las semillas se mantuvieron en bolsas de
papel poroso hasta su llegada al Banco de Germoplasma de la E.E.A.B., INTA y los ejemplares de
herbario se incorporaron al Herbario BAL. Una vez trilladas las espigas, se determind el poder
germinativo de las semillas (ISTA, 1993), las que se conservaron como semilla original en una camara de
conservacion a 4°C, en bolsas trilaminadas de cerrado hermético.

3.2. Evaluacion de Poblaciones

En la localidad de Balcarce (37°45” Lat. S, 58°16° Long. O) se evaluaron 22 entradas de germoplasma; las
primeras 21 poblaciones naturalizadas incluidas en el Cuadro 1y el cultivar de mayor difusion en la zona
(E1 Vizcachero INTA), utilizado como testigo. A principios de otofio se sembraron 50 semillas de cada
poblacion, a razén de una semilla por maceta, para lo cual se emplearon macetas plasticas de 0,51,
conteniendo suelo del horizonte superficial de un Argiudol tipico. Las plantulas emergidas se mantuvieron
en una jaula antiafidos hasta inicios de agosto, momento en que fueron trasplantadas en un ensayo en el
campo, sobre un suelo de similares caracteristicas al empleado en las macetas (pH=6,7; Materia organica
=6%; Conductividad Eléctrica=0,87dS/m; Fosforo=15,6mg/kg; Nitrégeno 45mg/kg N-NOs). El ensayo se
establecié segiin un disefio en bloques completos al azar con tres repeticiones y 22 entradas de
germoplasma (Cuadro 1); la unidad experimental correspondi6 a una hilera de siete plantas por entrada,
aisladas entre si y entre hileras por 70cm. Cada planta fue evaluada tanto en la etapa vegetativa como en la
reproductiva, registrandose las siguientes variables:

1- Habito de crecimiento o porte de las plantas previo a floracion, con tres categorias: E=erecto, cuando el
angulo establecido por los macollos y la perpendicular a la superficie del suelo no superaba los 5°; S=
semi-erecto, con un angulo entre 5 y 15° A=abierto, con un angulo superior a 15°.

2- Color del follaje, a) cualitativamente por apreciacion visual sobre todas las plantas, considerando tres
categorias: V=verde; VG=verde glauco; G=muy glauco; b) cuantitativamente a través del indice de verdor
(IVe), mediante un lector Minolta SPAD 502", cuyas lecturas, expresadas en unidades SPAD (Soil and
Plant Analisis Development), permiten obtener una estimacion de la cantidad de clorofila extractable de
las hojas (Dwyer; Tollenaar y Houwing, 1991) e indirectamente, del color de las mismas. Las lecturas se
efectuaron sobre una hoja por planta, en 30 plantas de cada categoria de color previamente clasificada
visualmente.

3- Tamafio foliar, a través del registro de la longitud total de la lamina (L, cm) y el ancho foliar a 1cm de
la ligula (An, mm), en tres hojas por planta, en siete plantas por parcela y en tres momentos o etapas (en
floracion en el primer afio (1°f) y en el segundo afio durante el estado vegetativo (2°v) y en floracion (2°f)).



4- Altura maxima de las plantas en floraciéon (Al, cm), desde el nivel del suelo al extremo de la
inflorescencia mas alta, durante dos afios consecutivos.

5- Numero de macollos totales por planta en cuatro fechas, la inicial (MT1), se efectué al momento del
trasplante y las posteriores cada 50 (£5) dias (MT2 a MT4); se consideré macollo al renuevo con al menos
tres hojas visibles.

6- Numero de macollos en estado reproductivo (MR), en la fecha correspondiente a MT4; se considerd
MR al macollo con la espiga visible.

7- Floracion, a) Numero de plantas en flor por poblacion al 1° de diciembre, con dos categorias
(Tempranas=plantas en flor al 1° de diciembre y Tardias=plantas florecidas posteriormente); b) Velocidad
de floracion, establecido como V= 1/indice de floracion (Iflor) , donde Iflor=% ((Pf - Pf f.;)*d;) / N°TPf
para: Pf plantas en flor; N°T=numero total; f=ié¢sima fecha de observacion; di=dias desde inicio de
floracion hasta la fecha f;.

8- Caracteres de la espiga, a) Numero de espiguillas por espiga (NE) y b) Longitud de la espiga (LE, cm),
en marzo, sobre cinco espigas por planta y en cinco plantas por parcela.

9- Sanidad en floracion, sobre el follaje de cada planta se registré la incidencia de roya (Puccinia spp),
considerando como tal a la aparicion de las lesiones caracteristicas e indicativas del patdgeno. Se
consideraron tres categorias: 1-sana (ausencia de roya o presencia afectando menos del 25% del follaje);
2-afeccion media (roya apreciable en el 25 al 50% de las hojas); 3-afectada (roya en mas del 50% del
follaje).

Las variables cualitativas porte, color, sanidad y floracion se analizaron a través de tablas de contingencia
empleandose la prueba de homogeneidad de proporciones, X2 (Conover, 1971) a fin de determinar si las
poblaciones diferian entre si (¢=0,05), en cuanto al nimero de plantas pertenecientes a la categoria mas
comun que presentaba cada poblacion. En las variables Ive, Iflor, MT1 a MT4, MR, NE y LE los datos por
planta se promediaron a nivel de unidad experimental y se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA)
segun un disefio en bloques completos aleatorizados (Steel y Torrie, 1980). Para las variables L, An y Al
se efectud un ANOVA con todos los datos, considerando un disefio en bloques completos con arreglo en
parcelas divididas, donde la parcela principal correspondié a momentos de registro (etapas o afios) y la
subparcela a las entradas, con las plantas anidadas en entradas y las hojas anidadas en las plantas; al
detectarse interaccion momento x entradas significativa (p<0,05), se procedio a ejecutar un ANOVA para
cada etapa.

En todas las variables las comparaciones de medias de tratamientos se realizaron por el método de la
minima diferencia significativa (DMS), (Montgomery, 1991) y los analisis estadisticos se efectuaron
mediante el paquete estadistico SAS (2001).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Coleccion

Se colecto semilla de 50 poblaciones naturalizadas en las provincias de Buenos Aires y La Pampa (LP)
(Cuadro 1), que se desarrollaban en sitios correspondientes a 12 diferentes distritos agroclimaticos. El 10
% de las poblaciones fue obtenido de campos naturales y el resto se desarrollaba al borde de los caminos.
En este ultimo caso, la poblacion se desarrollaba tanto en banquinas planas no inundables (42%), como en
banquinas con concavidades leves o intermedias proclives a permanecer anegadas en algun periodo del
afio (24%) o con depresiones profundas, por lo que el anegamiento era frecuente y generalmente abarcaba
periodos extensos en el afio (24%). En las banquinas altas, las especies acompafiantes de mayor
abundancia resultaron similares entre sitios y en general predominaban las gramineas perennes. En las
banquinas intermedias e inundables la vegetacion acompafiante fue variable, dependiendo principalmente
de la salinidad del suelo, e incluy6 especies monocotiledoneas y dicotiledoneas en similar proporcion.

De cada poblacion se colectd semilla y se herborizd un ejemplar representativo de la misma; los
ejemplares de herbario se depositaron en el Herbario BAL y las semillas en el Banco de Germoplasma de



la E.E.A.B. (INTA). La viabilidad de las semillas originales oscil6 entre 37 y 99%, aunque 39 de las 50
entradas presentaron un poder germinativo superior al 85% y sélo en seis casos el poder germinativo fue

inferior al 80%.

Los viajes de colecta permitieron constatar que el agropiro alargado se halla naturalizado en diferentes
ambientes de las provincias de Buenos Aires y La Pampa. Las diferentes situaciones climaticas y edaficas
en que fue colectada la especie y la viabilidad de sus semillas son indicadores de su adaptacion a los
ambientes de la region pampeana argentina, lo cual ya fue reportado por varios autores (Covas, 1985;
Mazzanti et al., 1992).

Cuadrol. Colecciones de agropiro alargado, ubicaciéon, ambiente, distrito agroclimatico de los sitios

(DAC), poder germinativo de las semillas colectadas (PG) y poblaciones evaluadas (Pob. Eval).

Coleccion Localidad mas Latitud-Longitud Ambiente DAC PG |Pob.
() préxima #) *) (%) |Eval.
Alo +Cla376 Vidal 37°20°S - 57°50°0  B. alta. Graminosa 88 95 1
Cla+ Alo 406 Chascomus 35°25°S-58°15’0  B.inund. salina 64 95 2
Cla+ Alo 417 S.M. del Monte 35°30°S-59°05°0  B. intermedia 64 90 3
Cla+ Alo 422 Las Flores 36°02’S -59°07°0O  B. inundable, salina 64 88 4
Cla+ Alo 440 Belgrano 35°40°S - 58°50’°0  B.alta 64 85 5
Cla+ Alo 441 Belgrano 36°00°S - 58°45°0 B intermedia 64 88 6
Cla+ Alo 442  Belgrano 36°20°S - 58°45°0  B. inundable 64 91 7
Cla+ Alo 443  Ayacucho 37°15°S-58°40°0  B. inundable 94 90 8
un + Alo 338 Necochea 38°30°S - 58°45’°0  B. intermedia 124 82 9
un + Alo 345  Necochea 38°30’S -58°40°0O  B. inundable, salina 124 49 10
Un + Alo 349  Energia 38°20°S-59°10°0O  B. intermedia 124 88 11
Nu + Alo 355  San Cayetano 38°20°S-59°40°0  B. alta 98 85 12
Nu+ Alo 359  G. Chavez 38°02°S - 60°05°0O  B. intermedia 94 77 13
Nu + Alo 393  Balcarce 37°55°S-58°10°0O  B.alta 94 84 14
Alo 1361 Gral Lavalle 36°30°S - 56°55°0  B. inundable 97 93 15
Alo 1422 Castelli 35°12°S-58°02°0  B. intermedia 88 99 16
Alo 1419 Magdalena 35°10°S -57°25°0  B. alta, graminosa 88 92 17
Alo 1423 Gral. Guido 36°30’S - 58°03°0O  B. inundable, salina 88 93 18
Alo 1424 Gral. Piran 37°20°S - 57°45°0  C. natural intermedio 88 92 19
Alo 1426 Balcarce 37°52°S-58°10°0  B. alta, graminosa 94 95 20
Cla+ Alo 469 Guamini 37°15°S-60°25°0  B.alta 70 86 21
Cla+ Alo 381  Gral. Piran 37°10°S - 58°05°0O  B. inundable, salina 88 80 -
Cla + Alo 383  Gral. Piran 37°10°S - 58°05°0O  B.natural, inundable 88 80 -
Cla+ Alo 392 Maipt 36°52°S-57°54’0  B. inundable 88 94 -
Cla+ Alo 394 Dolores 36°15°S-57°40°0O  B. alta, graminosa 88 48 -
Cla+ Alo 414  Gral Belgrano 35°40°S - 58°45°0  B.alta 64 82 -
Cla+ Alo 420 Las Flores 36°02°S-59°07°0  B. intermedia 64 88 -
Cla+ Alo 1682 Gral. Cerri 38°41°S - 60°25’°0  B. intermedia 99 47 -
Nu+ Alo 366  Alzaga 37°55°S-60°10°0O  B.alta 94 37 -
Nu+ Alo 369 Claraz 37°45’S - 59°45°0O  B. inundable 98 79 -
Cib 9 Gral. Piran 37°43°S - 58°06°0  B. intermedia. 88 93 -
Cib 42 Pila 36°03’S -58°09°0  B. intermedia 88 98 -
Cib 44 Casalins 36° 14°S - 58°25°0O  B. inundable, salina 94 94 -
Cib 55 Ayacucho 37°07°S - 58°33°0  B.alta 94 99 -
Cib 57 Rauch 36°47°S -59°06°0  B. alta, graminosa 88 94 -
Cib 64 Azul 36°50°S - 59°58°0  B. intermedia 94 92 -
Cib 68 Olavaria 36°36°S - 60°38°0  C. bajo. 94 94 -
Cib 74 Daireaux 36°35’S-61°46°0O  C. intermedio, salino 70 88 -
Cib 87 Cnel Pringles 37°58°S-61°27°0  B. alta, graminosa 98 94 -




Cib 90 Tres Arroyos 38°20°S-60°15°0  B.alta 98 91 -
Cib 99 Tres Arroyos 37°45°S-59°42°0  C. alto 98 99 -
Ev + Cib60 Gral Acha-LP 37°18°S-64°17°0  B.alta 72A 94 -
Ev + Cib61 Gral Acha-LP 37°18°S-64°17°0  C. natural. 72A 95 -
Ev + Cib 67 J. Arauz (LP) 38°03°S-63°24°0O  B.alta 71 9% -
Ev + Cib70 Aparicio 38°36°S - 60°40°0  B. alta, graminosa 98 97 -
Ev + Cib75 Energia 38°31°S-59°34°0  B.alta 124 99 -
Alo 1369 Gral. Conesa 36°10°S-57°25°0  B. alta, graminosa 88 88 -
Alo 1421 Chascomus 35°34°S -58°02°0  B. alta, graminosa 64 91 -
Alo 2595 Sta. Rosa-LP 36°50°S - 64°05°0O  B.alta 47 90 -
Alo 2598 Chacharramendi-LP 37°40’S - 64°35°0  B. alta, 72A 94

(§): coleccionistas (Alo=Alonso, S.; Cla=Clausen, A.; Cib=Borrajo, C.; Ev=Evans, J.; Nu=Nuciari, M.)
(#) B=banquina, costado de los caminos; C=campo
(*) Regiones Agroecologicas de la Provincia de Buenos Aires, Argentina (De Fina, 1993).

4.2. Habito de crecimiento y color del follaje

Las plantas semierectas resultaron la categoria de hébito de crecimiento mas comun y las de porte abierto
las menos frecuentes (Cuadro 2). Las entradas resultaron heterogéneas para porte y difirieron
significativamente entre si (P<0,05) en el porcentaje de plantas semierectas que presentaban. La categoria
mas frecuente de color de follaje por apreciacion visual fue verde-glauco y la menos abundante la
denominada muy glauco (Cuadro 2).

Las diferencias en la proporcion de plantas con el follaje verde-glauco fue diferente entre entradas y si
bien algunas de ellas resultaron homogéneas para color, la mayoria presentaron variaciones dentro de
entrada. Las plantas de follaje muy glauco fueron las menos abundantes (1%) y la mayoria fue encontrada
en entradas procedentes de sitios inundables y salinos (Cuadros 1y 2).

Cuadro 2. Porcentaje de plantas de cada categoria de porte, color y tipo de floracion de 22 entradas de
germoplasma de agropiro alargado.

Entradas Porte (#) Color del follaje (#) Floracion (§)
E S A MG VG Vv Tem Tar

1 29 67 5 5 85 10 47,6 52,4
2 10 90 0 0 100 0 429 57,1
3 10 81 10 0 95 5 9,5 90,5
4 15 85 0 5 85 10 47,6 52,4
5 0 85 15 0 100 0 55,0 45,0
6 29 71 0 0 90 10 28,6 71,4
7 10 75 15 0 95 5 30,0 70,0
8 26 68 5 16 79 5 42,9 57,1
9 5 95 0 0 100 0 33,3 66,7
10 32 68 0 0 84 16 75,0 25,0
11 24 67 10 0 95 5 47,6 52,4
12 25 75 0 0 75 25 38,1 61,9
13 10 86 5 0 100 0 47,6 52,4
14 0 95 5 0 81 19 52,4 47,6
15 19 81 0 0 95 5 23,8 76,2
16 30 70 0 0 100 0 75,0 25,0
17 33 62 5 0 81 19 55,0 45,0
18 14 81 5 5 95 0 52,4 47,6
19 0 90 10 0 100 0 38,1 61,9
20 5 85 10 0 100 0 60,0 40,0
21 29 71 0 0 100 0 66,7 33,3
Cv 14 86 0 0 100 0 14,3 85,7
Promedio 17 79 4 1 93 6 447 55,3

(#) Adaptado de Borrajo et al., 1997; (§) Adaptado de Borrajo et al., 1998).Porte (A=abierto; S=semierecto;
E=erecto); color (V=verde; VG=verde glauco, MG=muy glauco); tipo de floracién (Tem=tempranas; Tar=tardias)

Las plantas de follaje muy glauco y verde-glauco presentaron un indice de verdor significativamente
mayor al de las plantas de follaje verde (P<0.0001) alcanzando un promedio de 40,5, 39,9 y 35 unidades




SPAD, respectivamente. Las hojas verdes resultaron mas claras que las de las otras dos categorias, las
cuales no pudieron diferenciarse mediante este método cuantitativo de determinacion de color.

El germoplasma de agropiro presento variabilidad en el habito de crecimiento durante la etapa vegetativa
ya que se observaron individuos de tres categorias de porte, siendo los mas abundantes los semierectos.
Los resultados no coinciden totalmente con los antecedentes ya que las plantas de esta especie son
descriptas como de porte erecto (Teruel, 1978), categoria presentada solo por el 17% de las plantas de esta
experiencia y no se hace mencion a otros tipos de habito. Las diferencias podrian deberse a que otros
autores incluyen a las plantas erectas y semierectas en la misma categoria, o a que las observaciones se
efectuaron en diferente estadio. En el presente trabajo se considerd el porte durante la etapa vegetativa y
no en la reproductiva, durante la cual la posicion erecta de las cafias floriferas tiende a enmascarar la real
posicion de los macollos y sus hojas durante la etapa de crecimiento foliar.

El follaje de las plantas varié desde verde a muy glauco, resultando la categoria intermedia, verde-glauco,
la presentada por la mayoria de las plantas. Lo anterior coincide con las descripciones que le asignan al
agropiro un follaje de color verdoso a glauco (Parodi, 1964; Nicora, 1978), tonalidades que fueron
presentadas por el 99% de los individuos. La categoria de follaje muy glauco no fue mencionada
previamente en forma especifica en agropiro, pero si en especies que crecen en condiciones de estrés
(Fahn, 1982) y este tipo de plantas fue encontrado mayoritariamente en las entradas adaptadas a estrés
salino. La coloracion glauca de las hojas es el resultado de la deposicion de una capa cerosa de espesor
variable sobre la cuticula, lo que proporciona resistencia a la pérdida de agua y al ataque de patdogenos
(Fahn, 1982; Valla, 1993), por lo cual el germoplasma con esas caracteristicas resulta de gran interés en un
programa de mejoramiento. El inconveniente es que su determinacion mediante apreciacion visual es
subjetiva y el método del indice de verdor no posibilita diferenciar el follaje muy glauco del solamente
verde-glauco y so6lo diferencié a las plantas de follaje verde claro de las que tienen capa cerosa cuticular
que las torna mas azuladas. Ademas, el grosor de dicha capa es un caracter muy plastico, cuya
manifestacion depende en gran parte de las condiciones ambientales imperantes al momento de su
determinacion. En afios secos y a principios de la etapa reproductiva es cuando el color muy glauco se
torna mas evidente, por lo que seria el momento mas conveniente para su registro (Alonso, inédito).

4.3. Tamaiio foliar

Las entradas no mantuvieron un comportamiento similar a través de las tres épocas de registro de longitud
foliar de las plantas (Figura 1a), ya que la interaccion entre épocas y entradas resultd significativa
(p<0,05). Los menores valores de longitud foliar se observaron en el primer registro (1°f), con un
promedio entre entradas de 36,5cm, mientras que en los registros posteriores la longitud foliar fue mayor y
varid entre 46,7cm para las hojas de la etapa 2°f y 47,2cm para la 2°v. Desde la primera etapa a la segunda,
en todas las entradas la longitud foliar incrementd, pero con diferente magnitud o intensidad, mientras que
entre la segunda y la tercera etapa los cambios en el comportamiento se evidenciaron tanto a través de
variaciones en la intensidad de la respuesta, como en la direccion de la misma, ya que en algunos casos la
longitud foliar en 2°f fue menor a la de 2°v (Figura 1a). En cada etapa se detectaron diferencias
significativas en longitud foliar entre entradas (p<0,01) y en todas ellas la entrada con hojas mas largas fue
siempre la poblacion 20, mientras que el cultivar presentd hojas significativamente mas cortas que aquella,
en las dos etapas del segundo afio. El grado de asociacion (r°) entre los registros de las diferentes etapas
vari6 entre 0,44 y 0,75, correspondiendo el mayor valor a la asociacion entre épocas del mismo afio y el
menor a la asociacion entre 1°f 'y 2°v. Al considerar el promedio de longitud foliar de las tres etapas, se
observd una variacion entre entradas desde 42,9 a 50,3cm con una media general de 46,7cm; ésta fue
superada en valores absolutos por 13 entradas (1, 2, 3, 6, 7, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19 y 20) todas
correspondientes a germoplasma naturalizado (Cuadro 3).
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Figura 1: Longitud y ancho foliar promedio para 22 entradas de agropiro alargado, en plantas del primer
afo en floracion (1°f) y del segundo afio en estadio vegetativo (2°v) y en floracion (2°f).

Cuadro 3: Promedio de longitud foliar, ancho foliar y altura maxima de las tres etapas, y promedio de
indice de floracion (1. flor), longitud del raquis de la espiga (L. raquis), nimero de espiguillas por espiga
(Espig.) e incidencia de roya (I. roya en el follaje mayor del 25%), en 22 entradas de agropiro alargado.

Entradas Longitud | Ancho Altura L. flor L. raquis Espig. I. roya >25%
(cm) (mm) (cm) (1/dias) (cm) (#) #) (% plantas)

1 48,06 7,5 147,9 7,14 22,8 37,5 9,5
2 47,07 7,5 150,5 8,39 23,8 38,6 9,5
3 46,85 7,4 145,3 7,00 21,3 35,9 0

4 46,15 6,5 152,6 9,53 20,9 38,2 14,3
5 44,56 7,4 141,5 6,66 20,5 334 9,5
6 47,71 6,6 140,2 8,75 222 35,2 4,8
7 48,22 7,3 1494 6,06 22,3 36,8 9,5
8 45,51 8,2 146,6 6,93 22,0 35,9 19,0
9 43,67 7,6 146,6 5,66 229 37,2 4.8
10 45,02 6,6 138,2 7,51 21,8 354 4.8
11 49,29 7,7 148,3 7,74 22,0 34,2 14,3
12 48,08 6,5 151,9 6,93 24,0 39,8 4.8
13 48,91 7.3 151,3 6,21 21,3 38,0 0

14 42,95 6,9 138,8 6,90 20,3 33,9 4,8
15 46,05 7,4 151,7 10,36 224 37,9 14,3
16 47,39 6,9 155,2 4,48 22,3 37,3 9,5
17 48,09 7.3 143,4 6,19 20,5 33,9 9,5
18 47,02 7,2 154,4 6,91 22,4 35,5 9,5
19 49,02 7,4 146,4 6,02 20,9 35,2 0

20 50,38 7,2 153,3 43 21,9 36,6 333
21 44,51 7,6 138,2 6,78 20,4 32,5 9,5
Cv 43,72 8,9 149,2 7,89 19,2 32,2 9,5
Promedio 46,7 7,3 147,3 7,02 21,7 36,0 9,3

(#)Adaptado de Borrajo et al., 1998.



El ancho foliar tampoco mantuvo un comportamiento similar entre las entradas a través de las tres épocas
de registro (Figura 1b). En algunas entradas el mayor registro para ancho foliar fue obtenido en 1°f
mientras que en otras fue en 2°v o 2°f y la interaccion etapas x entradas se debid tanto a cambios en
magnitud como en direccion de la respuesta, los que involucraron a las tres etapas y se tornaron mas
evidentes con el comportamiento del cultivar. El ancho foliar promedio presentd escasa variacion entre
etapas (7 a 7,3mm), mientras que el promedio general de cada entrada vari6 entre 6,5 y 8,9mm (Cuadro
3). En las etapas 1°f'y 2°v se observaron diferencias significativas entre entradas (p<0,05), no asi para 2°f,
a pesar de que los registros variaron considerablemente entre entradas (Figura 1b). Es probable que
debido al elevado error experimental, las diferencias entre entradas no hayan podido detectarse en esa
etapa, lo cual se sustenta en el mayor coeficiente de variacion detectado (39,5%), en relacion al observado
en las etapas anteriores (18 y 30%). En la etapa 1°f la poblacion 19 y el cultivar presentaron mayor ancho
foliar, aunque este ultimo so6lo difiri6 significativamente de 7 entradas, mientras que en la etapa 2°, el
mayor registro lo mostroé la poblacion 8, la que super6 en ancho al cultivar y a otras 11 entradas (Figura
1b). El grado de asociacion del ancho foliar entre etapas oscilo entre 0,47 entre 1°f'y 2°v y 0,62 entre 2°v y
2°f. En base al promedio general por entrada (Cuadro 3), las hojas de 14 de materiales superaron o
igualaron en ancho foliar, en valores absolutos, al promedio general del ensayo (7,3mm) y de ellas el
mayor promedio fue presentado por el cultivar. La asociaciéon entre etapas siempre fue mas alta al
comparar registros de longitud que de ancho foliar; ello puede deberse a la menor precision con que esta
variable suele ser registrada (Coef. Var.=39%), lo que también fue observado en hojas de Lolium
multiflorum (Alonso, 2004).

La longitud de las plantas del primer afio de registro fue menor que la de las plantas del segundo afio,
independientemente del estadio analizado y, tanto para longitud como para ancho foliar, la correlacion
entre etapas fue siempre mayor al comparar las correspondientes al mismo afio que entre afios o estadios.

La temperatura media en los meses previos al registro de longitud y ancho foliar (julio a noviembre)
fueron similares en ambos afios, no asi las precipitaciones que fueron menores en el primer afio,
manifestdndose una acentuada sequia primaveral. Las diferencias entre etapas podrian deberse a las
diferencias en el régimen pluviométrico, dado que los menores tamafios foliares se observaron en el afio
mas seco. Ademas, para un mismo afio, las diferencias se deberian al diferente estadio de la planta en que
se efectuaron los registros. Queda asi en evidencia la influencia del ambiente y la etapa de crecimiento de
las plantas en la expresion de la longitud y el ancho foliar, lo que resulta de gran importancia y debe
tenerse presente al efectuar comparaciones entre experiencias.

El germoplasma naturalizado presentd variabilidad tanto en ancho como en longitud foliar y algunas
poblaciones presentaron mayor longitud foliar que el cultivar de mayor difusion. La longitud y el ancho
foliar determinan el area de la lamina, variable altamente asociada con la produccion de materia seca
(Chapman y Lemaire, 1993), por lo que los materiales con mayores registros en estas variables serian los
mas promisorios para incorporar a un programa de mejoramiento. Sin embargo, al considerar la superficie
laminar, estimada a través de sus componentes como Area foliar = ' Longitud x Ancho, el area promedio
entre entradas varid entre 28,6 y 38,9cm’lamina” y el mayor valor le correspondi6 al cultivar. Esto
también fue observado en otras especies al comparar materiales silvestres y cultivares (Breese y Tyler,
1986; Alonso, 2004) y se debe a que el tamafio foliar es una de las caracteristicas por las que
tradicionalmente se selecciona a los materiales forrajeros.

4.4, Altura de las plantas

La altura maxima de las plantas presentd interaccion significativa entre afios y entradas (p<0,05). Todas
las entradas presentaron menor altura durante el primer afio de registro (138,1cm) y la interaccion
detectada se debid a que en el segundo afio las entradas incrementaron la altura méaxima en diferente
magnitud, siendo el promedio de ese afio de 156,5cm. La mayor altura fue presentada por la entrada 16 y
la menor por la poblacion 10 y la 21 (Cuadro 3), mientras que la altura del cultivar superd a la media
general. La altura promedio de las entradas y del cultivar se mantuvo dentro del amplio rango sefialado por
otros autores (Parodi, 1964; Nicora, 1978) quienes asignan a las plantas de agropiro una altura entre 70 y
180cm. Sin embargo, en las entradas analizadas se observd un rango de alturas mas estrecho, si se
considera la altura promedio de las entradas. El rango se amplia si se consideran los valores a nivel de
planta, ya que en este trabajo se observaron individuos de altura comprendida entre los 101 y los 205cm,



lo que establece con mayor claridad la existencia de variabilidad fenotipica para altura a floracién en las
entradas de agropiro naturalizadas en la region pampeana de la Argentina.

4.5. Numero de macollos

4.5.1. Macollos totales

El nimero de macollos totales difiri6 significativamente entre entradas (P<0,05) en todas las fechas
(Figura 2). Al trasplante, las entradas presentaron un promedio de 3,5 macollos por planta (MT1), valor
que aumento en las siguientes fechas, alcanzando promedios de 33,2 en MT2, 52,3 en MT y 87,2 macollos
por planta en MT4. En todos los casos, la poblacion 12 presentd el mayor nimero de macollos totales,
aunque no difirié significativamente de 7 poblaciones en MT1, de 3 en MT2, de 5 en MT3 y de 15 en
MT4 (Figura 2). Al considerar todas las fechas se observé que la poblacion 15 no difirid
significativamente de la poblacion 12 en ninguna fecha (P>0,05) y las poblaciones 6 y 8 s6lo lo hicieron
en una de las cuatro fechas. Por el contrario, las poblaciones 3, 4, 9, 13, 21 y el cultivar, siempre
presentaron los menores registros en las cuatro fechas y siempre difirieron de las entradas 12, 15, 6 y 8.
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Figura 2: Numero de macollos totales en cuatro fechas (MT1, MT2, MT3 y MT4) y de macollos
reproductivos (MR) en un cultivar y 21 poblaciones naturalizadas de agropiro alargado.

Las entradas de agropiro presentaron variabilidad en el nimero de macollos a lo largo de los estadios de
crecimiento vegetativo y de elongacion del tallo. Las diferencias se evidenciaron desde la etapa juvenil y
se acrecentaron hacia el final de la etapa vegetativa e inicios de elongacion. Las entradas con mayor o
menor numero de macollos iniciales mantuvieron esta caracteristica a lo largo del periodo vegetativo y
parte del reproductivo, resultando un caracter interesante para realizar evaluaciones tempranas, dada la
estrecha relacion entre numero de macollos y produccion de forraje (Chapman y Lemaire, 1993). La
mayoria de las entradas correspondientes a poblaciones naturalizadas presentaron mayor numero de
macollos que el cultivar, comportamiento considerado como una respuesta adaptativa frente a la seleccion
natural que ocurre frecuentemente en poblaciones silvestres sometidas a pastoreo frecuente (Breese y
Tyler, 1986). Un comportamiento inverso ha sido observado en materiales mejorados, donde la seleccion
por tamafio foliar puede conducir a la obtencion de plantas con bajo numero de macollos (Nelson y
Sleeper, 1983; Alonso, 2004). Por ese motivo es que todas estas variables deban ser consideradas
conjuntamente al seleccionar germoplasma promisorio para obtener un cultivar de alta produccion de
forraje.

En la Figura 3 se presenta la relacion entre la estimacion de area foliar de las entradas y el niimero de
macollos en la cuarta fecha (MT4), en la que se observa que las entradas presentan variadas
combinaciones de tamafio foliar y densidad de macollos por planta. Algunas poblaciones naturalizadas
presentan hojas chicas combinadas con baja (entrada 4) o alta densidad de macollos (entradas 10 y 14) y



otras como la 2, la 8 y la 11 presentan hojas de mayor area y alta densidad de macollos. Por otro lado, el
cultivar se presenta con una combinacion particular de hojas grandes y pocos macollos, caracteristicas
frecuentes en materiales surgidos de un proceso de seleccion por tamaiio foliar (Breese y Tyler, 1983;
Alonso, 2004).
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Figura 3. Relacion entre nimero de macollos totales por planta a floracion y area foliar en 22 entradas de
germoplasma de agropiro alargado. Los niimeros corresponden a las entradas de germoplasma evaluadas
que se mencionan en el Cuadro 1.

4.5.2. Macollos Reproductivos

El niimero promedio de macollos reproductivos varié entre entradas (47,8 a 114 mac.planta™), siendo
significativas las diferencias entre ellas (p<0,05). Las entradas sefialadas como las de mayor ntimero total
de macollos también fueron las que produjeron mayor niimero de varas floriferas (Cuadro 3). Asimismo,
los materiales de menor niimero de macollos reproductivos fueron el cultivar y las entradas 3,4 y 13. La
relacion entre los dos tipos de macollos (MR/MT4) fue de 0,91 macollos reproductivos por macollo
existente en el cuarto recuento y dicha relacion resultd similar entre entradas. Las entradas mostraron
variacion en el niumero de varas florales formadas, pero como todas ellas habrian efectuado el mismo
esfuerzo reproductivo, en este caso el numero de varas florales no seria indicativo de prolificidad sino del
tamaio del individuo. EI 91% de los macollos totales llegan a florecer, proporcion que resulta elevada en
relacion a otros estudios que sefialan una proporcion de 34,7 a 60,3% para agropiro (Castafio, 1995). Sin
embargo este autor estimod tal proporcion sobre una pastura implantada en un ambiente con limitantes
edaficas, donde las plantas se hallaban en condiciones de competencia, muy diferente al ambiente del
presente estudio, realizado sobre un suelo de capacidad de uso agricola, sin competencia y con alta
disponibilidad luminica, nutricional y espacial derivada de la disposicion aislada de los individuos.

En plantas de agropiro, dada la relacion entre macollos reproductivos y totales, la cantidad de éstos
ultimos podria estimarse a través de los reproductivos, los que son mdas sencillos de registrar
especialmente a fines del estadio vegetativo. Ademas, las entradas con mayor nimero de macollos totales
serian las mas convenientes para su utilizacion en el mejoramiento de la produccion de semilla.

4.6. Floracion

Las plantas con floracion posterior al 1° de diciembre (tardias) resultaron las de mayor porcentaje, aunque
por muy estrecho margen (Cuadro 2). Para esta variable, todas las entradas resultaron heterogéneas y
difirieron significativamente en la proporcion de plantas tardias (P<0,05). Dos poblaciones naturalizadas,
la 10 y la 16 presentaron un 75% de plantas tempranas, mientras que el 85% de los individuos del cultivar
y de la entrada 3, resultaron de floracion tardia. El indice de floracion de las entradas vari6 entre entradas
(Cuadro 3), pero las diferencias no resultaron significativas entre ellas (p=0,9). En valores absolutos, la
poblacion 15 fue la de mayor indice correspondiéndole entonces la menor velocidad de floracion



(V=0,096d™"), en contraposicion con la poblacién 20 que fue a la que mas tiempo le insumié que todos sus
integrantes iniciaran la floracion (V=0,233d™"). De todos modos esas diferencias no fueron significativas,
siendo la velocidad promedio de 0,142d™" y probablemente se deba a la gran variacion entre plantas dentro
de entrada, ya que el coeficiente de variacion resulto del 52%.

El agropiro es una forrajera de ciclo primaveral tardio, que en la provincia de Buenos Aires inicia la
floracion a fines de noviembre y se prolonga hasta enero (Mazzanti et al., 1992; Ferrari y Maddaloni,
2001), lo que resultdé coincidente con el patron de floracion observado. La floracion no fue uniforme
dentro de entradas y éstas tampoco fueron similares entre si en la proporcion de plantas de cada categoria
de floracion, lo que pone de manifiesto la variabilidad existente para este cardcter entre y dentro de
entradas. De todos modos, algunos materiales se presentaron como mas tempranos (poblaciones 10 y 16),
y otros mas tardios, como la poblacién 3 y el cultivar, material que se comporta como tardio en el sudeste
bonaerense (Mazzanti et al., 1992). La seleccion de material promisorio de naturaleza precoz o de
floracion tardia deberia efectuarse a nivel de individuo y tendria mayores probabilidades dentro de las
poblaciones naturalizas 10 y 16 para precocidad a floracion y en la entrada 3 para ciclo tardio.

4.7. Caracteres de la espiga

El tamafio promedio del raquis fue de 36¢cm y el nimero medio de espiguillas por espiga fue de 21,7
(Cuadro 3). El nimero de espiguillas no difirié entre entradas (p>0,05) y tampoco se observaron
diferencias significativas en la longitud del raquis.

Las entradas de agropiro naturalizadas no presentaron variabilidad para estos caracteres y tampoco se
diferenciaron del cultivar mas difundido. Los cambios genéticos asociados a la colonizacion de nuevos
ambientes no afectan a todos los caracteres por igual (Jones y Wilkins, 1971) y generalmente los
caracteres vegetativos suelen resultar mas influenciados por el ambiente que los reproductivos. Ademas,
los cambios en caracteres reproductivos suelen ocurrir en respuesta a variantes macroclimaticas, (Whyte et
al., 1959), que ejercen su accion durante un periodo prolongado tal que involucre recambio poblacional.
Las poblaciones naturalizadas de agropiro analizadas en esta experiencia no cumplen con esos requisitos
ya que las 21 poblaciones proceden de la provincia de Buenos Aires, por lo que han estado sometidas a
condiciones macroclimaticas similares y por un periodo no muy prolongado, ya que la especie fue
introducida al pais a mitad del siglo pasado.

4.8. Sanidad

Las plantas con sintomas de roya afectando mas del 25% de sus hojas vari6 entre entradas (Cuadro 3),
siendo la categoria mas comun la de plantas con ausencia de roya o con hasta el 25% de las hojas
afectadas. Las entradas difirieron en dicha proporcion (p<0,05) ya que algunas poblaciones presentaron
todas sus plantas sin sintomas y otras con un 33% de los individuos con alguna evidencia de roya en el
follaje. Entre las plantas afectadas, la mayoria mostré presencia de roya en el 25 al 50% de las hojas,
siendo muy escasos los individuos con mayor proporcion de follaje afectado. El nimero de plantas
afectadas en todo el ensayo resultd baja, lo que podria deberse por una parte a una baja susceptibilidad de
la especie a roya del follaje, como a falta de indculo en el ambiente. A pesar de que se observo
variabilidad para el caracter presencia de roya en el follaje y de que algunas poblaciones presentaron
mayor nimero de plantas afectadas, la susceptibilidad a dicho patégeno requiere pruebas mas complejas
que aseguren la presencia de indculo en cantidad y con una distribucion adecuada.

5. CONCLUSIONES

El agropiro alargado, a pesar de su corta permanencia en la Argentina, se naturalizé en la region pampeana
donde se desarrollaron poblaciones en diferentes distritos agroclimaticos y microambientes diversos desde
el punto de vista de las caracteristicas edaficas. Estas poblaciones presentaron caracteristicas diferenciales,
ya que entre ellas se observo variabilidad fenotipica para habito de crecimiento, color del follaje, tamafio
foliar, altura, numero de macollos y tipo de floracion. La variabilidad detectada en esta etapa de
evaluacion es alentadora y posibilita el pasaje de los materiales mas promisorios a las siguientes etapas de
evaluacion, a fin de determinar la potencialidad forrajera de los mismos en ensayos mas complejos y
situaciones similares a su forma de uso y manejo en la regiéon pampeana.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CLONES DE DOS SUBESPECIES DE
Paspalum dilatatum DE LA PROVINCIA DE BUENOS AIRES, ARGENTINA.
Alonso, S.I. ! Clausen, A.M.! y Garita, F.G. !

1. RESUMEN

La caracterizacion de 29 individuos pertenecientes a 10 clones de Paspalum dilatatum, cuatro de ellos
pertenecientes a la subespecie dilatatum y seis a la subespecie flavescens, se realizé a través de un analisis
de componentes principales (ACP) utilizando 31 atributos morfoldgicos. El primer componente permitid
separar los individuos a nivel subespecifico e indicod que atributos morfoldgicos tales como fragilidad de la
raquilla, grado de pubescencia de las glumas y color de las vainas, contribuyen a diferenciar las
subespecies en el estadio de madurez. El ACP por subespecie posibilitd establecer las similitudes
morfologicas entre clones.

2. INTRODUCCION

Paspalum dilatatum Poir. es una graminea americana que se distribuye en el sur del Brasil, Uruguay y
Argentina, siendo ocasional en la zona oriental del Paraguay (Burkart, 1969; Cabrera, 1970; Zuloaga y
Morrone, 2001). En Argentina es denominada vulgarmente “pasto miel” o “pasto meloso” y crece
espontaneamente en suelos fértiles de parques, campos, bordes de banquinas y vias férreas en la mayoria
de las provincias del norte y centro del pais (Alonso e Ispiztia, 1996; Zuloaga y Morrone, 2001).

En la provincia de Buenos Aires Paspalum dilatatum es comun en parques y jardines, en la costa platense
y en la pseudoestepa climéaxica. En los pastizales de la Depresion del Rio Salado es una de las especies
nativas dominantes en las comunidades A y B y en lugares perturbados (Vervoorst, 1967; Burkart, Leon y
Movia, 1990). El biotipo de mayor distribucion es descripto como un hibrido natural, apomictico obligado,
pentaploide con 50 cromosomas y anteras purpuras, muy relacionado con un biotipo sexual de 40
cromosomas y anteras amarillas (Rosengurtt, Arrillaga e Izaguirre, 1970; Burson, 1983). El pentaploide
corresponde a la forma tipica mencionada para la flora uruguaya (subsp. dilatatum) y el tetraploide a la
subespecie flavescens (Rosengurtt, Arrillaga e Izaguirre, 1968). Ambas subespecies también son
mencionadas en la flora de la Argentina (Zuloaga y Morrone, 2001), creciendo en forma aislada o
simpatrica en la provincia de Buenos Aires (Alonso e Ispizta, 1996).

El pasto miel es considerado una forrajera clave por su produccion primavero-estivo-otofial y por la
calidad del forraje (Burkart, 1969; Nicora, 1978; Deregibus y Cauhépé, 1983) lo que lo convierte en una
especie nativa de alto valor actual, cuyo germoplasma debe ser preservado y evaluado. A fin de evitar la
conservacion de semillas correspondientes a mezclas de entidades taxondmicas, la determinacion precisa
de la identidad del germoplasma debe realizarse durante la colecta. Ademas, en el caso de pasto miel,
dicha identidad es necesaria para establecer la técnica de muestreo apropiada para cada subespecie, ya que
éstas difieren seglin se trate de semilla de origen sexual o apomictico (Brown y Marshall, 1995). Sin
embargo, la identificacion de las subespecies de pasto miel en el campo sélo es posible durante la
floracion, a través del color de las anteras (Zuloaga y Morrone, 2001), época poco apropiada para obtener
semilla madura y en condiciones de ser conservada. La deteccion de otros caracteres vegetativos o
reproductivos que permitan el reconocimiento de las subespecies al momento de la colecta, permitiria
aplicar la técnica de colecta apropiada a cada una de ellas, evitaria la mezcla de poblaciones cuando las
subespecies crecen simpatricamente.

Este trabajo tiene como objetivo la caracterizacion morfologica de clones de las dos subespecies de
Paspalum dilatatum que crecen en la provincia de Buenos Aires, a fin de a) identificar caracteres que,
como complemento del color de las anteras, contribuyan a la diferenciacion de subespecies y b) establecer
las relaciones genéticas entre clones en base a caracteres morfoldgicos.

! Unidad Integrada: Facultad de Ciencias Agrarias, Univ. Nac. Mar del Plata / Est. Exp. Agrop. Balcarce, Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria. salonso@balcarce.inta.gov.ar, aclausen@balcarce.inta.gov.ar

3. MATERIALES Y METODOS



Se emplearon cuatro clones de Paspalum dilatatum subespecie dilatatum y seis clones de la subespecie
flavescens, coleccionados en la Provincia de Buenos Aires (Tabla 1). La coleccion original se efectud en
plena floracion, cuando el color de las anteras podia visualizarse, pero igualmente el estatus subespecifico
se corrobor6 a través del numero cromosoémico somatico, efectuado mediante squash de raicillas segiin
Echarte, Clausen y Sala (1992). En otofo las plantas madres se clonaron y se obtuvieron de 3 a 5
individuos consistentes en un trozo de rizoma con cuatro macollos desarrollados, los que se mantuvieron
en macetas conteniendo suelo franco en una jaula antiafidos. A partir de la encafiazon (fin de primavera) y
hasta la madurez, se registraron 31 caracteres morfologicos (Tabla 2), sobre macollos vegetativos (MV) o
reproductivos (MR) en los 29 individuos supervivientes (Tabla 1). Para los caracteres cuantitativos, se
considerd el valor promedio de por lo menos tres observaciones por 6rgano y por planta.

Se confeccion6 una matriz basica general con el total de los datos (31 caracteres por 29 individuos), la que
fue estandarizada y se utiliz6 para realizar un andlisis multivariado de ordenacion (Analisis de
componentes principales=ACP), segun la técnica “R” (Crisci y Lopez Armengol, 1983). Para ello se
elabor6 una matriz de similitud mediante el coeficiente de momento-producto de Pearson y se
consideraron los tres primeros componentes principales (CPI, CPII y CPIII). EI mismo procedimiento se
aplicé a la matriz de la subespecie dilatatum (MBDil; tamafio 30x12) y de la subespecie flavescens
(MBFlav; tamafio 30x17); en estas matrices no se incluyd el caracter fragilidad de la raquilla por su
invariabilidad dentro de subespecie.

Tabla 1: Numeros de entrada de los clones de Paspalum dilatatum analizados (N° CLON) y del
coleccionista (Col), nimero de plantas (N°Pl), procedencia y ambiente del sitio de colecta.

N°CLON | N° PARTIDO |LOCALIDAD SITIO AMBIENTE
y Col* Pl

SUBESPECIE FLAVESCENS

1:ALO 2 | Gral. Mar del Plata. Vias del ferrocarril | Vereda graminosa, con pisoteo

1520 Pueyrredon sobre calle Jara. frecuente, a 50 m de ALO 1521.

2:ALO 4 | Gral. Mar del Plata. Vias del ferrocarril | Suelo sin disturbios, lejos de las

1521 Pueyrredon sobre calle Jara. vias, a 50 m de ALO 1520 y de
ALO 1522.

3:ALO 3 | Gral. Mar del Plata. Vias del ferrocarril [ Suelo disturbado, al lado de las

1522 Pueyrredon sobre calle Jara. vias en uso, a 100 m de ALO
1520.

4:ALO 5 | Balcarce Ext. Exp. Agrop. | Edificio Casino Césped del parque.

1523 INTA, Balcarce.

5:ALO 1 | Balcarce Ext. Exp. Agrop. | Laboratorio de | Césped del parque, simpatrica

1524 INTA, Balcarce. | Suelos con ALO 1530.

6:ALO 2 | Balcarce Ext. Exp. Agrop. | Invernaculos Césped del parque.

1528 INTA, Balcarce.

N°CLON | N° PARTIDO |LOCALIDAD SITIO AMBIENTE

y Col* Pl
SUBESPECIE DILATATUM
7:CLA 438 | 2 |Gral. Belgrano |Ruta 41, a 17 km [ Estancia La | Banquina graminosa cerca de la
de Gral. | Magnolia ruta.
Belgrano.

8:ALO 3 |Balcarce Ext. Exp. Agrop. | Laboratorio de [ Césped bajo los arboles.

1525 INTA, Balcarce. | Suelos

9:ALO 3 |Balcarce Ext. Exp. Agrop. | Laboratorio de [ Césped del parque, a 50 m de

1530 INTA, Balcarce. | Suelos ALO 1525 y simpatrica con
ALO 1524.

10:ALO 4 | Balcarce Ext. Exp. Agrop. | Edificio Maquinarias | Borde del camino, a 300 m de

1535 INTA, Balcarce. ALO 1525y ALO 1530.

* Col= coleccion: ALO= Alonso, S.I.; CLA= Clausen, A.M.

Tabla 2: Caracteres registrados en individuos de Paspalum dilatatum sobre macollos en estadio
reproductivo o sobre macollos vegetativos (MV).



N° CARACTER N° CARACTER
1 | Longitud tltima hoja desplegada (cm). 17 | Distancia entre las espiguillas (mm).
2 | Ancho tultima hoja desplegada (mm). 18 | Longitud del cariopse (mm).
3 | Longitud de los pelos de la vaina (mm). 19 | Ancho del cariopse (mm).
4 | Longitud de la ligula (mm). 20 | Relacion longitud/ancho cariopse.
5| Longitud de los pelos de la zona ligular| 21 | Numero de cariopses por racimo.
(mm).
6 | N° de hojas/Macollo. MV 22 | Longitud del pedicelo (mm).
7 | Longitud del pseudotallo (cm). MV 23| Area de las glumas (longitud x ancho, mm).
8 | Ancho del pseudotallo (cm). MV 24 | Longitud de las anteras (mm).
9 |Relacion  longitud/ancho pseudotallo.| 25 | Longitud de los estigmas (mm).
MV
10 | Nimero de nudos por cafa. 26 | Fecha de inicio de floracion (1=1/12; 2=6/12;
3=14/12;  4=17/12;  5=23/12; 6=30/12;
7=floracién posterior al 30/12).
11 | Longitud de la cafia (cm). 27 | Color de las vainas (1=toda verde; 2=s6lo la
base purpura; 3=s6lo el borde purpura; 4=base
y borde purpuras).
12 | Relacion longitud cafia/ longitud hoja. 28 | Pubescencia de las vainas (l=poco densa;
2=densa; 3=muy densa).
13 | Nmero de racimos por inflorescencia 29 | Pubescencia del pedicelo (1=nula; 2=muy rala;
3=poco densa; 4=densa; 5=muy densa).
14 | Distancia promedio entre los pares de| 30 |Pubescencia de la gluma (1=nula; 2=muy rala;
racimos 1°y 2° 2°y 3°y 3° y 4° (mm). 3=poco densa; 4=densa; 5=muy densa).
15 | Longitud de los racimos: 1° (inferior) y 3°| 31 | Fragilidad de la raquilla * (1; 2 o 3).
(mm).
16 | Longitud de pelos en la zona de insercion
de los racimos (mm).

* Fragilidad: resistencia de las espiguillas a desprenderse en la madurez, al ser sometidas a un movimiento de
arrastre efectuado con los dedos, desde la base al extremo del racimo. Categorias: (1 persistente=se desprenden
menos del 30% de las espiguillas; 2 semi-persistente=se desprenden entre el 30 y el 60%; 3 fragil=mas del 60% se
desprenden simultaneamente).

4. RESULTADOS

4.1. Diferenciacion de Subespecies

El nimero cromosémico de los clones con anteras purpuras fue de 2n=50, mientras que el de los que
presentaron anteras amarillas o amarillas con extremo purpura, fue de 2n=40 cromosomas. De esta forma
se corroboro la identificacion a nivel subespecifico realizada durante la colecta, al coincidir el color de las
anteras con el nivel de plodia mencionado para las subespecies dilatatum (pentaploide) y flavescens
(tetraploide), (Rosengurtt et al., 1968).

En el ACP con el total de individuos, los tres primeros componentes principales (CP) explicaron el 40%
de la variabilidad existente entre ellos mientras que para explicar el 100% de la variacion, se requirieron
23 CP. A pesar de que el CPI solo explico un 20,5% de la variacidon presente, resultd suficiente para
separar los individuos a nivel de subespecie. Los individuos de la subsp. flavescens quedaron ubicados
sobre la escala positiva del CPI, en los cuadrantes de la derecha y los de la otra subespecie, sobre los
cuadrantes de la izquierda (Figura 1). Los individuos de la subespecie flavescens presentaron raquilla
fragil, glumas densamente pubescentes, vainas con tonalidades purpureas, cafias y pedicelos mas largos y
pseudotallos mas anchos que la subespecie dilatatum (Tabla 3). El segundo componente (CPII) indicé que
dentro de cada subespecie, los clones presentaban diferencias entre si, las que se visualizan en los ACP de
cada subespecie.
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Figura 1. Ordenamiento bidimensional de 29 individuos de Paspalum dilatatum de las subespecies
dilatatum y flavescens en base a los dos primeros componentes principales (CPI y CPII).

Tabla 3. Caracteres de mayor contribucion en cada componente principal (CP) y la correlacion entre ellos
(+0-), para los analisis de componentes principales (ACP) entre las subespecies dilatatum (Sspdil)

y flavescens (Sspflav) y por subespecie.

ACP entre subespecies

Caracteres Subsp. diatatuml Subsp. f lavescens.
1° Componente (CP I) Promedio y Desvio Promedio y Desvio Estandar
Estandar
(+)Fragilidad de la raquilla 1+0 2+0
(+)Pubescencia de glumas 1,8 £0,7 3,06 £0.8
(+)Longitud de la cafia 40,4 £ 8,7cm 51,1 £5,95 cm
(+)Longitud del pedicelo 1,37 £ 0,3 mm 1,95 £ 0,4 mm
(+)Ancho del pseudotallo 0,46 £0,08 cm 0,65+0,12cm
(+)Color de la vaina 1,92+1,0 3,06 +0.85
CONTRIBUCION: 23 %
ACP por subespecie
ACP Subespecie dilatatum ACP Subespecie flavescens
CPI CPII CPI CP 1l
Caracteres Caracteres Caracteres Caracteres
(+)Distancia e/espiguillas | (+)Long. Pelos zona | (+)Pubescencia (-)Longitud de la cana
ligular vainas

(+)Longitud del racimo (-)N° racimos (-)N° racimos (+)N° hojas/Macollo

(+)Distancia e/racimos (-)area de la gluma (+)Long. de los (-)Rel. Long cafia/hoja

racimos
(+)Ancho pseudotallo (+)Longitud del (+)Longitud del (-)Ancho del cariopse
pseudotallo pedicelo
(+)Ancho del pseudotallo | (+)Longitud de las (+)Area de la gluma | (-)Longitud del
anteras cariopse
(+)N° hojas/Macollo -- (+)Longitud pelos --
vaina
CONTRIBUCION: 21,4 % 19,4 % 15,4 % 12,5%




4.1.1. Subespecie dilatatum

Al analizar mediante el ACP la variabilidad entre los individuos de esta subespecie, se observo que los dos
primeros componentes explicaron un 55,2% de la variabilidad y permitieron separar los cuatro clones
(Figura 2). A pesar de la variacion presentada por uno de los individuos pertenecientes al clon 10, éste se
diferencio del clon 9 a través del CPI, ya que este tltimo presenté menor distancia entre racimos y entre
espiguillas, menor longitud de racimos y nimero de espiguillas, menor ancho del pseudotallo y menor
numero de hojas por macollo (Tabla 3). Los clones 7 y 8, posicionados en el cuadrante superior derecho
se separaron entre si y del clon 10 por el CPII (Figura 2). El clon 7 presentd mayores longitudes del
pseudotallo, de los pelos de la zona ligular y de las anteras, pero menor area de las glumas que el clon 10,
mientras que el clon 8 presento caracteristicas intermedias.

En la subespecie dilatatum la diferenciacion entre los clones fue posible a través del CPI y CPII tanto
entre clones de diferentes localidades como de sitios proximos. Entre los clones de Balcarce, el clon 10 se
caracterizo por presentar inflorescencias con racimos mas cortos y proximos que el resto, en los que el
mayor tamafio de las espiguillas determind que las mismas estuviesen muy proximas entre si. Los otros
dos clones de Balcarce también difirieron, indicando que si bien procedian de sitios separados por escasos
50m (Tabla 1), no se trataba del mismo clon. La diferenciacion entre ellos se establecid a través de los
caracteres del CPII. Este CP también diferenci6 al clon 7 originario de General Belgrano, el que presentd
mayores dimensiones en sus estructuras vegetativas y espiguillas de menor tamafio que los clones de
Balcarce. La variacion entre individuos de cada clon se evidencié en todos ellos, pero con mayor magnitud
en el clon 10 (Figura 2).
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Figura 2. Ordenamiento bidimensional en Paspalum dilatatum: a) cuatro clones de la subespecie
dilatatum en base al 1° y 2° componente principal (CPI y CPII)

4.1.2. Subespecie flavescens

La representacion de las relaciones entre los individuos de la subsp. flavescens, obtenida al considerar los
componentes principales I y II (datos no presentados) o [ y III (Figura 3) del ACP, no permiti6 una clara
diferenciacion entre clones, debido a la superposicion entre individuos de diferente clon.

La ordenacion de los clones en general concordoé con el origen de los mismos, ya que los individuos de los
clones 1, 2 y 3 procedentes de Mar del Plata quedaron ubicados principalmente en los cuadrantes de la
derecha y los individuos de Balcarce (clones 4, 5 y 6) se ubicaron cercanos a la zona media o hacia la
izquierda de CPI. Estos ultimos presentaron menor longitud de los racimos y los pedicelos, menor
longitud de los pelos ubicados en la vaina y en la insercion de los racimos, menor tamafio de las glumas y
mayor nimero de racimos que los clones 1, 2 y 3 (Tabla 3). Entre éstos se observo alta variacion entre
individuos de un mismo clon, de tal modo que se superpusieron entre si, como se observa en los
integrantes del clon 1 y 2.
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Figura 3: Ordenamiento bidimensional en Paspalum dilatatum: b) seis clones de la subespecie flavescens
en base al 1°y 3° componente principal (CPI y CPIII).

5. DISCUSION

Entre los atributos que diferencian a las subespecies de P. dilatatum, el nimero cromosémico y el color de
las anteras ya fueron sefialados por Rosengurtt et al. (1968), sin embargo los mismos no resultan de
utilidad en el campo, cuando las semillas ya estdin maduras y las anteras ya se desprendieron. En este
trabajo se observo que varios caracteres adicionales podrian complementar la diferenciacion de las
subespecies. Las plantas de P. dilatatum subespecie flavescens en general presentan mayor altura que la
subespecie tipica como resultado del mayor tamafio del pseudotallo y de las cafias. Ademads, presentan
coloracion purpurea acentuada en las vainas, raquilla fragil, mayor grado de pubescencia en general y en
las glumas en particular y mayor longitud del pedicelo.

De todos los caracteres que facilitarian la identificacion a nivel subespecifico al momento de coleccionar
germoplasma, la fragilidad de la raquilla y la pubescencia de las glumas serian los de mayor utilidad por
su facil visualizacion, practicidad y consistencia entre los individuos de cada subespecie y, en segundo
término, la coloracion purpura de las vainas. En la subespecie flavescens, la articulacion de la raquilla es
muy débil a la madurez, lo que determina que todas o casi todas las espiguillas se desprendan
simultaneamente ante un ligero movimiento de arrastre desde la base del racimo. Lo anterior
probablemente se deba a que la madurez de las espiguillas es homogénea y por ende la desarticulacion de
las espiguillas es simultdnea en toda la inflorescencia. En cambio, la madurez seria gradual en la
subespecie dilatatum, ya que gran parte de las espiguillas permanecen unidas al racimo al ejercer dicho
movimiento de arrastre y su dispersion es mas escalonada. El que parte de los cariopses no se desprendan
también podria deberse a la inviabilidad de las semillas, lo que es muy frecuente en la subespecie
dilatatum (Alonso, Garita y Clausen, 1995).

En relaciéon a la pubescencia de las glumas, las plantas de la subespecie flavescens presentan glumas
densamente pubescentes, con pelos largos que se entremezclan, lo que determina que las espiguillas
queden aglutinadas al comprimirlas ligeramente y no separadas a medianamente separadas como en la
subespecie dilatatum, cuyas glumas tienen pubescencia corta y menos densa. La utilidad de la fragilidad
de la raquilla y la pubescencia de las espiguillas para diferenciar subespecies de Paspalum dilatatum fue
comprobada en posteriores colectas por Alonso y Clausen (2003).

La coloracion purpura de las vainas es un caracter que presenta variacion dentro de subespecie, sin
embargo los individuos de la subespecie flavescens suelen presentar esa coloracion en la base de la vaina,
en el borde o en toda la vaina, mientras que los individuos de la otra subespecie presentan vainas verdes y
en pocos casos la base o el borde es de color purpura.



La caracterizacion de los clones a través del ACP resultd mas efectiva en la subespecie dilatatum que en la
flavescens. En la subespecie dilatatum los individuos son apomicticos, por lo que el flujo polinico esta
restringido y las diferencias entre clones se mantienen en el tiempo y en el espacio, posibilitando su
efectiva diferenciacion. Ello explicaria porqué los clones de esta subespecie pudieron ser caracterizados a
través de los dos primeros componentes, atin aquellos que en la naturaleza se hallaban separados por
pocos metros (clones 8 y 9).

Los integrantes de la subespecie flavescens forman semilla sexual y son autdogamos (Pereira y Romano,
2005), por lo que se esperaria un alto grado de similitud dentro de poblaciones o entre individuos
cercanos. Sin embargo, en poblaciones autégamas silvestres pueden coexistir un nimero variable de
genotipos (Brown y Marshall, 1995) y encontrarse variabilidad dentro de poblacién, como fuera
observado en Paspalum dilatatum por Pereira y Romano (2003). Por otra parte, el flujo polinico entre
individuos cercanos no debiera descartarse completamente, ya que en esta subespecie, el polen de las
anteras excertas es viable en alto porcentaje (Garita, 1994). Ello podria determinar cierto grado de
entrecruzamiento entre individuos de la misma poblacién o de poblaciones cercanas, disminuyendo la
diferenciacion fenotipica entre plantas simpatricas. La mayor afinidad detectada entre clones de Mar del
Plata con respecto a los de Balcarce y la superposicion observada entre los integrantes de las poblaciones
1, 2 y 3 (Figura 3) induce a sefialar que las plantas madres que les dieron origen, aunque separadas
espacialmente por al menos 50m, integrarian la misma poblacion y posiblemente entre ellas fuera posible
el flujo génico. Este se dificulta y diluye a distancias mayores a los 100m y la accién del microambiente
comienza a operar acrecentando las diferencias y determinando una variacion genética de tipo discontinuo
0 en mosaico, originada en respuesta a diferencias ambientales muy localizadas (Breese y Tyler, 1986). En
el caso de los clones de Balcarce el ambiente de origen es similar, pero no lo es la distancia entre sitios de
coleccion y ello habria permitido cierto aislamiento y la generacion de diferencias, especialmente en el
clon 4 que provenia de un sitio de coleccion separado por 300m del clon 5y a 400m del 6 (Tabla 1).

A pesar de que algunos materiales genéticos proceden de sitios cercanos, los diez clones presentaron
diferencias entre si en los valores medios absolutos de los atributos registrados (datos no presentados), por
lo que deberian ser considerados como materiales genéticos diferentes y no como duplicados.

El analisis por subespecie permitio conocer las relaciones entre clones y detectar las caracteristicas
morfoldgicas que los diferencian. Sin embargo, el comportamiento de los individuos del mismo clon no
siempre resulté homogéneo como se esperaria por su idéntica constitucion genética. Los clones 4y 2 de la
subsp. flavescens y el clon 10 de la subsp. dilatatum fueron los que presentaron mayor dispersion entre sus
individuos y, en los tres casos, originada basicamente por un solo individuo. Las causas determinantes de
variacion en individuos de constitucion genética semejante son de tipo ambiental y entre ellas se incluyen
tanto los efectos determinados por la variabilidad microambiental, como los errores en la medicion de los
caracteres (Mariotti, 1986). Entre las causas responsables de la variacion entre clones observada en este
trabajo, el efecto materno podria minimizarse o descartarse ya que las plantas madres de los diferentes
clones permanecieron en condiciones de cultivo uniformes durante dos afios y los individuos hijos
tuvieron el mismo manejo desde la clonacion. Ademas, el tamafio de las plantas al momento de la
clonacion fue similar en cuanto a la longitud del rizoma y al numero de macollos desarrollados. Sin
embargo, pequeias diferencias en el numero de nudos de los rizomas debidas al clima y €poca en que se
formaron (Vignolio, Laterra y Fernandez, 1994), asi como en la evolucion y la supervivencia de los
macollos originales, podrian haber determinado diferencias en el tamafio entre plantas del mismo clon al
momento de efectuarse el registro de datos y de esta forma generar las diferencias observadas.

El efecto del ambiente sobre la expresion de los caracteres se pone de manifiesto especialmente en los
atributos de tipo cuantitativo relacionados con los oOrganos vegetativos, por lo que el numero de
observaciones realizadas en este trabajo para establecer los promedios por planta, pudieron haber resultado
insuficientes y constituirse en otra causa de la variacion entre individuos. Lo anterior alerta sobre la
necesidad de mantener el material de estudio en condiciones uniformes de cultivo y manejo y de reducir el
error experimental, considerado un impedimento para determinar diferencias genéticas cuando se emplean
técnicas numéricas (Thorpe, 1976). En el caso de realizarse futuros trabajos de esta naturaleza en P.
dilatatum, se debera considerar especialmente incrementar el nimero de 6rganos a registrar por individuo
y el tamaifio de las plantas en estudio, las que dentro de cada clon deberan ser uniformes especialmente al
momento de iniciarse los registros.



En este trabajo el andlisis de ordenacion posibilitod la separacion de individuos por subespecie, permitio
analizar la variacion entre clones y visualizar la similitud fenotipica entre ellos, asi como la ordenacion de
las entidades de diferente origen geografico o ambiental. A pesar de que el numero de clones empleados
en el presente trabajo fue bajo y no representa toda el area de distribucion de la especie, los resultados
obtenidos permiten complementar las diferencias morfologicas a nivel subespecifico mencionadas por
Rosengurtt et al. (1968), con otros atributos que facilitaran la identificacion de ambas entidades y que
permitiran evitar la mezcla de germoplasma durante la colecta.

6. AGRADECIMIENTOS

A las instituciones que aportaron los siguientes subsidios para la realizacion del trabajo: ANPCyT
(Picto/02 08-11335); Universidad Nacional de Mar del Plata (AGR 156) ¢ INTA (PN 530005).

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alonso, S. y Clausen, A. 2003. Colecta y distribucion de las subespecies de Paspalum dilatatum Poir. En
la provincia de Buenos Aires, Argentina. Actas de IV SIRGEALC, Mar del Plata. p 65.

Alonso, S.1.; Garita, F.A. y Clausen, A.M. 1995. Capacidad germinativa en clones de dos subespecies de
Pasto miel. Rev. Arg. Prod. Animal 15 (1):94-96.

Alonso, S.I. e Ispiztia, N.V. 1996. Catalogo del material del Herbario BAL. Poaceas (Gramineas). Unidad
Integrada Balcarce: E.E.A. Balcarce, INTA y Fac. Cs. Agrarias, UNMdP. 66 p.

Bresse, E.L. and Tyler, B.F. 1986. Patterns of variation and the underlying genetic and cytological
architecture in grasses with particular reference to Lolium. In: Styles, B.T. (ed.). Infraspecific
classification of wild and cultivated plants. Clarendon Press., Oxford U.K. pp. 53-69.

Brown, A.H.D. and Marshall, D.R. 1995. A basic sampling strategy: theory and practice. In: Guarino, L.
Ramanatha Rao, V. Y Reid, R. (eds.). Technical guidelines. IPGRI CAB International. pp 75-91.

Burkart, A. 1969. Flora ilustrada de Entre Rios, Tomo VI, parte II. Gramineas. Coleccion Cientifica del
INTA. Buenos Aires.

Burkart, S.E.; Leon, R.J.C. y Movia, C.P. 1990. Inventario fitosociologico del pastizal de la Depresion del
Salado (Prov. Bs. As.) en un éarea representativa de sus principales ambientes. Darwiniana 30 (1-4): 27-69.

Burson, B. 1983. Phylogenetic investigation of Paspalum dilatatum and related species. Proc. XIV
International Grassland Congress, Lexington, Kentucky, USA, pp. 170-173.

Cabrera, A.L. 1970. Flora de la provincia de Buenos Aires, Tomo IV, parte II. Gramineas. Coleccion
Cientifica del INTA, Buenos Aires, Argentina.

Crisci, J.V. y Lopez Armengol, M.F. 1983. Introduccion a la teoria y practica de la taxonomia numérica.
Monografia N°36. Serie de Biologia. Secr. Gral. OEA, Washington DC.

Deregibus, V.A. y Cauhepe, M.A. 1983. Pastizales naturales de la Depresion del Salado: utilizacion
basada en conceptos ecologicos. RIA 18: 47-78.

Echarte, A.M.; Clausen, A.M. y Sala. C.A. 1992. Numeros cromosémicos y variabilidad morfologica de
Paspalum distichum (Poaceae) de la provincia de Buenos Aires (Argentina). Darwiniana 31:185- 197.

Garita, F.G. 1994. Caracterizacion de clones de Pasto miel (Paspalum dilatatum Poir.) del Banco de
Germoplasma de Balcarce. Fac. Cs. Agrarias, UNMdP. Tesis de graduacion.

Mariotti, J.A. 1986. Fundamentos de genética biométrica. Aplicaciones al m ejoramiento genético vegetal.
Monografia N° 32. Serie de Biologia, Secr. Gral. OEA, Washington DC.



Nicora, E. 1978. Flora Patagoénica. Parte I1I, Gramineas. Col. Cient. INTA, Buenos Aires, Argentina.

Pereira, J. y Romano, A. 2005. Analisis de diversidad genética en Paspalum dilatatum ssp. flavescens de
Uruguay a partir de marcadores moleculares. Resimenes del V Simposio de Recursos Genéticos para
América Latina y el Caribe. Montevideo, Uruguay. pp 76.

Rosengurtt, B., Arrillaga, B.R. e Izaguirre P. 1968. Especies nuevas y notas taxondomicas de Gramineas en
Uruguay y Paraguay. Bol. Fac. Agron. Montevideo 103: 1-41, f. 1-11.

Rosengurtt, B.; Arrillaga, B.R. e Izaguirre P. 1970. Gramineas Uruguayas. Col. Cs. 5, Universidad de la
Republica, Montevideo, Uruguay.

Thorpe, R.S. 1976. Biometric analysis of geographic variation and racial affinities. Biol. Rew. 51: 407-
452.

Vervoorst, F.B. 1967. Las comunidades vegetales de la Depresion del Salado. La vegetacion de la
Reptiblica Argentina 7, INTA, Serie Fitogeografica N° 7, Bs. As., Argentina.

Vignolio, O.R.; Laterra, P. y Fernandez, O.N. 1994. Caracteristicas estructurales de los rizomas de
Paspalum dilatatum. Su relacion con el crecimiento aéreo y con las variaciones estacionales del clima.
Ecologia Austral 4:117-122.

Zuloaga F.O. y Morrone O. 2001. Poaceae. 21.Paspalum. In: Flora Fanerogamica Argentina. Fasciculo
71, PROFLORA. CONICET. 54 p.



FURTHER MEIOTIC STUDIES IN BRAZILIAN AND PARAGUAYAN GERMPLASM
ACCESSIONS OF Paspalum L. (GRAMINEAE)

Pozzobon, M.T.!, Valls, J.F.M."2, Pefialoza  A.P.S.!, Santos, S.

1. ABSTRACT

Apomixis is frequent in the genus Paspalum. Possibilities of manipulation of apomixis for genetic
breeding depend on a good understanding of the whole biological process involved. Considering that
meiotic normality or disturbances would reflect the reproductive systems of each accession, the objective
of this investigation has been to study the meiotic chromosome behavior of thirty accessions of some
Brazilian species and two accessions of Paraguayan species of Paspalum available as germplasm. The
chromosome number detected for the majority of the accessions analysed is 2n=4x=40. Three accessions
of P. almum (2n=4x=24), two of P. conspersum (2n=6x=60) and one of P. paniculatum (2n=2x=20) were
exceptions. Most of the accessions were characterized by essentially irregular meiosis at the tetraploid
level. This research confirms the high frequency of polyploidy among the Paspalum species considered.
The results show a variable number of multivalent chromosome associations, corroborating the idea that
both autoploidy and alloploidy may be involved in the origin of the Brazilian and Paraguayan tetraploid
accessions of Paspalum investigated.

Key words: Chromosome number, chromosome pairing, forage grasses, ploidy level.

2. INTRODUCTION

Apomixis is frequent in the genus Paspalum. In many of its species, it is the main mode of reproduction.
Possibilities of manipulation of apomixis for genetic breeding depend on a good understanding of the
whole biological process involved. This has been a problem, and as a result Paspalum germplasm with a
forage potential has been under utilized in breeding programs (Valls, 1992). In general, cultivar releases
have been only based on the agronomic screening and selection of the most productive germplasm lines,
usually apomictic, followed by seed increase for commercial use. An interesting exception including
crosses is provided by the continuous breeding of Pensacola bahiagrass, P. notatum Fliigge (Burton, 1990;
Gates et al., 2004).

Most apomictic entities of the genus Paspalum are part of agamic complexes, in which diploids are self-
sterile and generally show regular bivalent chromosome associations at meiosis, while the related
polyploids tend to show irregular chromosome pairing and segregation, as well as aposporous and
pseudogamous apomixis. Not all polyploids are apomitic. Some are autogamous sexual alloploids, with
regular meiotic pairing (Quarin, 1992). Autogamous sexual diploids exist in a small proportion; self-sterile
diploids are usually much less frequent in nature than their polyploid counterparts (Pozzobon & Valls,
1997; Quarin et al., 1996). Most of the Paspalum entities are either autogamous or apomictic, resulting in
genotipic stability, because of the lack of segregation (Quarin & Norrmann, 1987).

Considering that meiotic normality or disturbances would reflect the reproductive systems of each
accession, the objective of this investigation has been to study the meiotic chromosome behavior of some
Brazilian and Paraguayan species of Paspalum available as germplasm. Such investigation could provide
indirect evidence of the probable occurrence of apomixis in most accessions.

"Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, PQEB, Av. W5 Norte (final), CEP: 70770-900, Brasilia, DF, Brazil.
CP 02372.
2 CNPq fellowship marisa@cenargen.embrapa.br




3. MATERIAL and METHODS

Plant material was obtained primarily from germplasm explorations in Brazil. Two accessions have been
collected in Paraguay. All the accessions analyzed are part of the Paspalum germplasm collection at
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa em Agropecudria), Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN), Brasilia, DF, Brazil. Original voucher specimens are deposited in the
CENARGEN Herbarium (CEN), Brasilia, Brazil. Table 1 lists the species and accessions studied and their
collection sites.

For meiotic analysis, young inflorescences were fixed in 3:1 solution of absolute ethanol: glacial acetic
acid for 24h, and stored in 70% ethanol at 5°C until required. Slides were prepared by squashing the
anthers in 2% propionic carmine. To analyze chromosome pairing, the highest available number of well-
spread cells at diakinesis and metaphase were examined. Besides, to follow all the meiotic process, all
available and well-spread cells in other meiotic phases were examined. Meiotic chromosome preparations
were observed with light transmission microscopy and the results were recorded by photomicrographs.

Table 1. Paspalum species and accessions investigated.

Accession Code Collector

. . . .23
Species (BRA-) pumber! Site of origin

P. almum Chase 017159 V 12326 BRA, RS, Dom Pedrito
017558 V 12396 BRA, RS, Uruguaiana
017566 V 12397 BRA, RS, Uruguaiana

P. atratum Swallen 018996 Ry s/n® BRA, MS, Campo Grande

P. conspersum Schrader 008354 V 9407 BRA, MT, S. Ant. do Leverger
012467 V11726 BRA, MS, Paranaiba

P. guenoarum Arech. 004880 V 8020 BRA, SC, Sao Joaquim
003824 V 8563 BRA, MS, Bela Vista

P. maculosum Trinius 011240 V 10714 BRA, RS, Cruz Alta

P. paniculatum L. 002658 V 5092 BRA, GO, Itumbiara

P. plicatulum Michaux 009211 EEA 148 BRA, RS, Eldorado do Sul
009229 EEA 149 BRA, RS, Eldorado do Sul
008893 V4331 BRA, RS, Sdo Gabriel
003450 V 7441 BRA, SC, Lages

P. regnellii Mez 012947 V 11900 BRA, MS, Aral Moreira

P. (Plicatula group) sp. 022501 As 293 BRA, MG, Patrocinio
008699 D 163 BRA, SC, Lages
010235 Sv 536 BRA, MG, Montes Claros
009083 V 4741 BRA, RS, Sdo Sepé
009105* V 4793 BRA, RS. Guaiba
010642 V 7333-A BRA, RS, Itaqui
009547 V 9414 BRA, MT, S. Ant. do Leverger
009601 V 9474 BRA, MS, Aquidauana
009628 V 9884 BRA, MS, Anastacio
009661 V 9908 BRA, MS, Aquidauana
009687 V 9922 PRY, Bella Vista
009695 V 9927 PRY, Bella Vista
010596 V 10503 BRA, MT, N. S™ do Livramento
- V 10504 BRA, MT, N. S™ do Livramento
012980 V11912 BRA, MS, Amambai

P. virgatum L. 012734 V 11830 BRA, MS, Caarap6
012785 V 11844 BRA, MS, Navirai

'Collectors and institutions: As: Scariot, A.O.; D: Dall’Agnol, M.; EEA: gronomic Experiment Station, Guaiba, RS,
Brazil; Ry: Rayman, P.; Sv: Silva, G.P.; V: Valls, J.F.M. and collaborators

?Brazilian States: GO: Goias; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; RS: Rio Grande do Sul;
SC: Santa Catarina

3Countries: BRA: Brazil; PRY: Paraguay

*

Cited as P. compressifolium by Adamowski et al. (2005).



4. RESULTS and DISCUSSION

The results of the cytogenetic analysis, with cytological configurations at diakinesis and metaphase I in
PMCs are summarized in Table 2 (Anexol). The chromosome number detected for the majority of the
accessions analyzed is 2n=40. Most of the accessions were characterized by essentially irregular meiosis
at this ploidy level. Except for the three P. almum Chase accessions (2n=24), all diploid, tetraploid or
hexaploid species and accessions showed a basic number x=10.

Paspalum almum is peculiar in the genus, due to its 2n=4x=24 chromosomes, confirmed in populations
from Texas, Argentina and Brazil (Burton, 1942; Fernandes et al., 1974; Burson, 1975; Quarin, 1974;
Pozzobon & Valls,1987; Honfi et al. 1990). Based on this distinct somatic number, a new basic number
has been proposed for Paspalum. Burton (1942) suggested x=6 or 12, while Fernandes et al. (1974)
proposed x=6, possibly deriving from x=5. The finding of 2n=12 in P. hexastachyum (Quarin, 1974),
which should be considered conspecific with P. almum (Valls, 2000; Zuloaga et al., 2003), eliminates the
possibility of x=12. The reproduction of tetraploid P. almum by aposporic apomixis and its
characterization as an autotetraploid species, showing sometimes 5 IV, supports the hypothesis of a base
number of six (Burson, 1975) possibly derived from x=5 (Quarin & Hanna, 1980b). In this analysis, P.
almum has shown varying numbers of univalents, bivalents, trivalents and quadrivalents during diakinesis
and metaphase I (Figure 1A and B). As many as three quadrivalents were observed. Bridges and laggards
were observed in telophase I. Meiosis II was irregular, with presence of asynchronic divisions, laggards
and micronuclei.

Paspalum conspersum Schrader has been characterized as an hexaploid, with regular meiotic behavior
(Quarin & Hanna, 1980a; Pozzobon & Valls, 1987; Pagliarini et al., 2001), sexual reproduction and
allopolyploid origin (Quarin & Hanna, 1980a). Our new results confirm these data (2n=60) for two
additional accessions. Meiosis was quite regular, with the chromosomes pairing primarily as 30 II (Figure
1C). Anaphase and telophase I were considered regular. Several accessions from Brazil have been
wrongly cited as sexual tetraploids of P. conspersum (Fernandes et al., 1974; Burson and Bennett, 1976;
Burson, 1978). However these accessions where misidentified specimens of P. regnellii Mez, identified on
the basis of voucher specimens available.



Figure 1. Paspalum almum: A) Late diakinesis with 81T + 21V; B) Metaphase I with 811 + 2IV (11I with
early desynapsis). C) P. conspersum, diakinesis showing 30I1. D) P. plicatulum, metaphase I with 1411 +
3IV. E) P. (Plicatula group) sp., metaphase with 8II + 6IV. F) P. guenoarum, diakinesis showing 2I + 7II
+ 6IV.

All accessions of Paspalum in the Plicatula group, including those of P. atratum Swallen, P. guenoarum
Arech., P. plicatulum Michaux and others with their taxonomic circumscription not yet defined, presented
2n=40 chromosomes. Although irregular, their meiosis showed mainly bivalents and quadrivalents in
diakinesis and metaphase I (Figure 2C). Unbalanced chromosome segregation at anaphase I (Figure 2B)
and micronuclei were present in telophase I cells, and we observed similar irregularities at anaphase and
telophase 11 (Figure 2G). Bridges and laggards also were observed, as well as asynchronic divisions.
Irregular meiotic behavior prevails in this group, as well as in other apomitic tetraploids of Paspalum.

Meiotic chromosome behavior in P. atratum showed a broader range of associations than those reported
by Quarin et al. (1997) for a different accession of the species. The same authors reported this species to
be apomictic, with aposporous embryo sac formation followed by parthenogenesis, and with an
exceptionally good seed set for an apomitic Paspalum. The accession studied here does produce seed and
shows a more irregular meiosis, which seems to indicate a similar apomictic reproduction.

Paspalum plicatulum is cited as tetraploid and apomictic (Bashaw et al., 1970; Pritchard, 1970; Burson &
Bennett, 1971b) and usually behaves as a segmental allotetraploid. The occurrence of rare diploids has



been recorded for the species (Brown, 1950; Reeder, 1967; Davidse & Pohl, 1972; 1978; Fernandes et al.,
1974; Honfi et al., 1990; Pozzobon et al., 2000). Sexuality at the diploid level has been confirmed by
Espinoza & Quarin (1997). Paspalum guenoarum is an apomitic tetraploid (Pritchard, 1970), considered
to be of segmental allotetraploid origin (Burson & Bennet, 1971a). Additional Brazilian accessions of P.
plicatulum and P. guenoarum were previously analyzed by Fernandes et al. (1974) and Pozzobon & Valls
(1987). Their meiotic behavior is similar to that of accessions cited in this paper. The presence of
associations involving five or more chromosomes besides quadrivalents (Figures 1D to F and 2A)
suggests that autopolyploidy may have been important in the origin of these species.

Additional Brazilian accessions of the last three species above were analized by Takayama et al. (1998),
all showing the tetraploid level. The meiotic behavior of four of the accessions counted by Takayama et
al. (1998) (EEA 148, V 4331, V 9884) is analyzed here.

Most of the accessions still without a species name in the Plicatula group exhibited very limited trivalent
pairing. A higher average frequency of univalents in relation to trivalents is acceptable in polyploids of an
even level, because the univalents can originate from early desynapsis or failure in the formation of
quadrivalent (ITI+I) and bivalents (I+I). The higher number of bivalents as compared to quadrivalents and
univalents, and lastly to trivalents or other associations, is constant (Figure 3F).

Some accessions (V 4793, V 9414, V 9908 and V 9922), showed a high frequency of univalents (Figures
2E and F), emphasizing a lack of pairing that could be due to partial asynapsis. The presence of multiple
nucleoli is common in the accessions analyzed (Figure 2D). The presence of multiple nucleoli in
diakinesis of several Paspalum species has been recorded by Sacchet (1973) and in P. plicatulum by Nath
etal. (1970).



Figure 2. Paspalum guenoarum: A) diakinesis showing SII + 4IV + 1VI + 1VIII; B) Unbalanced
segregation at anaphase I with 15 chromosomes at one pole (top), 20 at the other (bottom), and five
laggards. Paspalum (Plicatula group) sp: C) V 7333-A, diakinesis with 1611 + 2IV; D) V 10503, diakinesis
with 11 + 1211 + 1II + 3IV and multiple nucleoli; E) V 9908, diakinesis with 281 + 6II; F) V 9908,
diakinesis with 161 + 12II; G) V 9908, telophase Il showing unbalanced chromosome segregation.

Paspalum paniculatum L. had 2n=2x=20 chromosomes predominantly pairing as bivalents (Figure 3E).
Univalents were present at metaphase I and laggards were occasionally observed in telophase 1. Diploidy
is already cited for Brazilian and Argentinean accessions of this species (Fernandes et al., 1974; Honfi et
al., 1990). However, Honfi et al. (1990) also found one tetraploid accession of the species, among
Argentinean materials.

Paspalum regnellii showed 2n=40 chromosomes, which were characterized by normal pairing, with a
predominance of cells with bivalents at diakinesis and metaphase 1. The chromosome number is in
agreement with previous evaluations carried out by Norrmann (1981) and Honfi et al. (1990). According
to Norrmann (1981), this species reproduces sexually and is of allotetraploid origin.

Norrmann et al. (1989) and Pozzobon et al. (2000) reported 2n=40 for brazilian accession of P.
maculosum Trinius. The accession here studied is also tetraploid and averaged a smaller number of



quadrivalents, which may be an artifact of the small number of cells analyzed (Figures 3A to D). This
species has been known as a diploid with a regular behavior in meiosis (Fernandes et al., 1974),
characterized as sexual and self-incompatible (Norrmann et al., 1989). The tetraploids were characterized
as facultative apomictics (Norrmann et al., 1989). The similarity of morphological characteristics of
diploids and tetraploids and the presence of multivalent associations suggest that tetraploid in this species
originates from autoploidy (Norrmann et al., 1989).

The meiotic behavior of the two accessions of P. virgatum L. has been quite similar to that reported by
Burson & Quarin (1982) for materials from Brasil and Colombia. The species is considered as sexual and
meiotically stable and our data confirm the occasional occurrence of rare univalents and quadrivalents.

According to Quarin (1992), a substantial number of Paspalum species are characterized by apomictic
autotetraploid races and sexually reproducing self-sterile diploid counterparts. Diploids may have an
outstanding incidence in the genetic variability and evolution of apomictic tetraploid Paspalum species, by
maintaining the contact of apomictic tetraploids with sexuality in mixed populations (Espinoza & Quarin,
1997; Daurélio et al., 2004).

In most of the literature on the origin of tetraploids, definitions are based on the number and frequence of
quadrivalents and other associations, besides morphological similarities. This would indicate the level of
genome homology, either partially homologous, indicating segmental allopolyploidy, or homologous,
suggesting autopolyploidy. Extensive evidence obtained in Paspalum supports the hypothesis that both
autoploidy and segmental alloploidy may have been involved in the origin of apomictic tetraploids
(Quarin, 1992; Quarin et al., 2001). Evidence of autoploidy has been reported for some apomictic species
(Quarin et al., 1984; Pupilli et al., 1997; Quarin et al., 1998). In the present work, the results show a
variable number of multivalent chromosome associations, corroborating the idea that both autoploidy and
alloploidy may be involved in the origin of the Brazilian and Paraguayan tetraploid accessions of
Paspalum investigated.

The data presented in this paper confirm the high frequency of polyploidy among the Paspalum species
considered. This fact supports the importance of polyploidy in the evolution of tropical South American
grasses and also may reflect a superior adaptability associated to the tetraploid level. The results also
demonstrate that in a tetraploid species it is possible to find accessions with different degrees of meiotic
irregularities. This is important to identify the best accessions for using as male progenitors in breeding
programs and in the selection of promising apomictic accessions. Detailed meiotic studies should be
extended to the largest possible number of accessions and species of Paspalum and related genera.



Figure 3. Paspalum maculosum: A) Metaphase I showing 2011, B) Metaphase I with 11 + 18I + 11II, C)
Metaphase 1 with 1611 + 2IV, D) Late anaphase I with bridge and chromosome fragments. E) P.
paniculatum, diakinesis in with 10II. F) Paspalum (Plicatula group) sp. V 10504, metaphase I in with 2I +
9I + 5IV.
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ANEXO 1

Table 2. Meiotic chromosome associations in Brazilian and Paraguayan germplasm accessions of Paspalum.

N° Average/ PMC (Range in parenthesis)
Species/Accession 2n
PMCs I II I v Other associations
P. almum
V 12326 24 22 1.1 (0-4) 9.4 (5-12) 1.0 (0-3)
V 12396 24 19 0.3 (0-2) 9.4 (6-12) 0.1 (0-1) 1.1 (0-3)
V 12397 24 28 0.1 (0-2) 10.2 (6-12) 0.9 (0-3)
P. atratum
Ry s/n°® 40 58 1.1 (0-10) 17.5 (12-20) 0.1 (0-1) 0.9 (0-4)
P. conspersum
V 9407 60 35 30.0 (30)
V 11726 60 83 30.0 (30)
P. guenoarum
V 8020 40 71 0.8 (0-5) 14.3 (7-20) 0.2 (0-2) 2.5 (0-6)
V 8563 40 53 0.9 (0-4) 11.4 (4-19) 0.3 (0-2) 3.6 (1-8) 0.04V (0-1) 0.1VI(0-1) 0.02VIII (0-1)
P. maculosum
V 10714* 40 46 0.7 (0-4) 18.7 (14-20) 0.1(0-2) 0.4 (0-3)
P. plicatulum
EEA 148 40 20 1.0 (0-3) 16.2 (11-20) 0.2 (0-2) 1.5 (0-4)
EEA 149 40 22 0.7 (0-2) 14.9 (9-20) 2.4 (0-5)
V 4331 40 19 0.4 (0-2) 19.4 (17-20) 0.2 (0-1)
V 7441 40 40 0.2 (0-2) 15.5 (9-20) 0.1 (0-1) 2.1 (0-5)
P. paniculatum
V 5092* 20 14 0.2 (0-2) 9.9 (9-10)
P. regnellii
V 11900 40 59 20.0 (20)
P. virgatum
V 11830 40 16 0.8 (0-4) 18.5 (13-20) 0.2 (0-2) 0.4 (0-1)
V 11844 40 21 19.8 (18-20) 0.05 (0-1)
P. (Plicatula group) sp.
As 293 40 20 0.2 (0-2) 19.3 (18-20) 0.1 (0-1) 0.2 (0-1)

D 163 40 22 0.5 (0-3) 13.0 (8-18) 0.2 (0-2) 3.2 (1-6)



Average/ PMC (Range in parenthesis)

Species/Accession 2n N’
PMCs I I I v Other associations
Sv 536* 40 52 0.6 (0-4) 15.0 (8-20) 02(0-2) 2 .2(0-5)
V 4741 40 18 0.4 (0-2) 152(10-19)  0.1(0-1)  2.2(0-5)
V 4793 40 46 0.3 (0-2) 13.7 (6-18) 0.1 (0-1) 3.0 (1-10)
V 7333-A 40 36 0.4 (0-4) 17.8 (14-20) 0.1 (0-1) 0.9 (0-3)
V9414 40 21 4.6 (0-10) 14.7 (11-19) 0.1 (0-1) 1.5 (0-3)
V 9474 40 14 0.3 (0-2) 15.0 (10-18) 2.4 (1-5)
V 9884 40 54 0.3 (0-2) 11.7 (4-18) 0.1 (0-2) 4.0 (1-8)
V 9908 40 53 5.2 (0-28) 17.0 (6-20) 0.1 (0-1) 0.1 (0-1)
V 9922 40 20 4.3 (2-10) 12.7 (9-17) 0.3 (0-2) 2.3 (1-4)
V 9927 40 24 0.2 (0-2) 12.1 (6-17) 0.04 (0-1) 3.9(1-7)
V 10503 40 42 0.3 (0-2) 14.4 (6-20) 0.1 (0-1) 2.6 (0-7) 0.02 VI (0-1)
V 10504 40 38 0.9 (0-6) 14.2 (9-18) 0.1 (0-1) 2.6 (1-5)
V11912 40 19 1.4 (0-4) 16.6 (13-19) 0.1 (0-1) 1.3 (0-3)

N° PMCs=Number of Pollen Mother Cells.
*Chromosome counts by Pozzobon et al. (2000)



INCIDENCIA DE ENDOFITOS TIPO Neotyphodium EN FORRAJERAS NATIVAS Y
NATURALIZADAS E IMPACTO AGRONOMICO EN Lolium multifiorum Lam. EN LA
ARGENTINA.

Colabelli, M.N." Clausen, A.M.?%; De Battista, J.*; Costa, M. *; Torres, M.S."; Re, A. *; Gonzalez Wetzel, V.*;
Peretti, A.'; Pinget, D. °y Medvescigh, J. °

1. RESUMEN

Los hongos endofitos del género Neotyphodium Glenn, Bacon y Hanlin forman asociaciones mutualisticas con
numerosas gramineas. Se han comprobado efectos benéficos del endofito en el desarrollo del hospedante
aumentando su adaptacion al ambiente y resistencia al ataque de insectos del suelo y nematodos, pero en las plantas
infectadas se sintetizan sustancias toxicas para los animales en pastoreo que afectan en forma negativa su sanidad y
rendimiento. El hongo se desarrolla intercelularmente en los tejidos del hospedante y su dispersion se produce
Unicamente a través de las semillas. La Argentina cuenta con amplias areas de pastizales conformados por
gramineas nativas y naturalizadas las que son consideradas como una fuente importante de variabilidad genética
para su utilizacion en programas de mejoramiento genético de forrajeras. El objetivo del presente estudio fue
detectar la presencia y cuantificar la incidencia de Neotyphodium spp. en colecciones de germoplasma de
gramineas nativas y naturalizadas de interés forrajero asi como conocer el impacto agronomico de la infeccion
endofitica en poblaciones naturalizadas de Lolium multiflorum. El diagnostico del endofito se realizd por
coloracion directa de semillas que se analizaron bajo microscopio Optico. Se detectd la presencia de micelio del
endofito Neotyphodium con una baja incidencia en las entradas de los géneros Bromus, Thinopyrum y con una alta
incidencia en el género Lolium. La incidencia en poblaciones de L. multiflorum recolectados en ambientes
ganaderos fue del 100%. Ampliar la informacion sobre la distribucion e incidencia de endofitos ayudard a los
fitomejoradores en la toma de decisiones sobre el uso de los materiales para fines especificos tales como resistencia
a factores bioticos y abidticos.

2. INTRODUCCION

Las asociaciones entre diferentes especies de gramineas (Poaceae) y los hongos endéfitos de la familia
Clavicipitaceae tribu Balansiae se hallan ampliamente distribuidas en la naturaleza, como consecuencia de la
coevolucion entre ambos taxa. Estas asociaciones han sido clasificadas en grupos segin la forma de infeccion del
hongo (Bacon y De Battista, 1991) y la expresion de la sintomatologia externa de las plantas (White, 1988). Uno de
estos grupos, el denominado Tipo 3 (White, 1988) se caracteriza porque el hongo so6lo se transmite en forma
asexual a través de la semilla (transmision vertical), carece de ciclo sexual y la planta infectada no presenta
sintomas externos. El género representativo del grupo es Neotyphodium Glenn, Bacon y Hanlin (=Acremonium
Link Seccion Albo-lanosa Morgan-Jones y W. Gams) (Schardl, 1996).

La presencia de endofitos en gramineas forrajeras se conoce desde mediados del siglo XX (Neill, 1941) pero la
importancia agronémica de la asociacion endofito-pasto fue reconocida sélo cuando se relaciond la presencia de
Neotyphodium en Festuca arundinacea Schreb. y en Lolium perenne L. con enfermedades del ganado de gran
importancia econdmica, como la festucosis 6 pie de festuca y el tembleque 6 “ryegrass staggers”, respectivamente
(Bacon et al., 1977; Fletcher y Harvey, 1981).

La asociacion endofito-pasto es del tipo simbiotico-mutualista; las plantas colonizadas con estos endofitos se
benefician por un aumento de su crecimiento, biomasa, tolerancia a heladas y sequias (Clay, 1988; Arachevaleta et
al., 1989) y resistencia a nematodos (West et al., 1987), insectos (Latch et al., 1985) asi como a vertebrados
herbivoros (Cheplick y Clay, 1988); también se han registrado efectos positivos en la competencia intra e
interespecifica en plantas colonizadas con Neotyphodium (Marks et al., 1991; Malinowski y Belesky, 2000).
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Los endofitos se benefician en la asociacion por tener asegurada su nutricion, dispersion y supervivencia (Siegel et
al., 1987).

Aunque la produccion de alcaloides (Bacon et al., 1986) registrada en la asociacién beneficia a los hospedantes,
estos alcaloides resultan toxicos para los animales en pastoreo causando importantes pérdidas econdmicas
(Hoveland, 1993; De Battista et al., 1997).

La incidencia regional a nivel Sudamericano de estas asociaciones y su importancia econdémica ha sido revisada
recientemente por De Battista (2005), quien sefala la frecuente infeccion de Neotyphodium en lotes de semillas y
en pasturas de F. arundinacea, L. perenne y L. multiflorum.

En la Argentina, la presencia de Neotyphodium coenophialum en pasturas implantadas de festuca alta causa
importantes pérdidas en la produccion ganadera (De Battista et al., 1995). Han sido fijados valores maximos de
infeccion para las semillas comercializadas. En el afio 2001, un estudio reveld que solo el 68% de los lotes de
semillas de F. arundinacea presentes en el mercado argentino tenia un nivel de infeccién con N. coenophialum por
debajo de las tolerancias admitidas (<5%), suficientemente bajo como para ser usado con seguridad en la
implantacion de pasturas (De Battista et al., 2001). El diagnéstico de N. lolii en lotes de semillas de L. perenne
comercializadas en el sudeste de la provincia de Buenos Aires reveld la presencia del endéfito en el 100% del
material analizado, variando el nivel de infeccion de 1 a 67% (Torres et al., 1996). Fernandez-Madrid (1995)
estudio el nivel de infeccion de N. lolii en pasturas de L. perenne puras y consociadas implantadas en el sudeste de
la provincia de Buenos Aires. El 53% de las muestras presentd un nivel bajo de infeccion (<10%) registrandose
infeccion alta (51a90%) en el 12% de las mismas. Estos resultados indican que la asociacién N.lolii-L. perenne se
encuentra ampliamente distribuida en la region pampeana. Odriozola et al., (1993) registraron por primera vez en la
Argentina (sudeste bonaerense), un caso de intoxicacion de ganado que consumia pasturas puras de raigras perenne
colonizado con N. lolii.

Informacién sobre la incidencia, distribucion y efectos de endofitos en distintas especies anuales de raigras es
escasa en la literatura mundial. Latch et al. (1987, 1988) estudiaron la incidencia de endofitos en especies anuales
de raigras en poblaciones naturales y comerciales de Europa y Nueva Zelandia. Endofitos tipo Neotyphodium
fueron detectados en las siguientes especies: Lolium multiflorum Lam., L. persicum Boiss y Hohen, L. remotum
Schrank, L. rigidum Gaudin, L. subulatum Visiani y L. temulentum L. En el caso de L. multiflorum se observo
infeccion endofitica en el 50% de las poblaciones nativas, pero no en cultivares comerciales de Europa (Latch et
al., 1987). Por el contrario la mayoria de los cultivares de Nueva Zelandia presentaron altos niveles de infeccion
(Latch et al., 1988). Nelson y Ward (1990) detectaron la presencia de endéfito en 7 de 15 cultivares comerciales de
L. multiflorum utilizados en Texas, USA, con niveles de infeccion entre 13 y 94%.

Wilson et al. (1991b) examinaron colecciones de especies anuales de Lolium en el Banco de Germoplasma de la
WRPIS (Western Regional Plant Introduction Station, WA, USA), detectando presencia de endofitos en L.
multiflorum, L. persicum, L. rigidum y L. temulentum.

Moon et al. (2000) aislaron y denominaron al endéfito de raigras anual como Neothyphodium occultans, debido a
que desarrolla muy pocas hifas en el tejido vegetativo, pudiendo observarse facilmente sus hifas alrededor de las
células aleuroniferas de la semilla.

En cuanto a gramineas nativas y naturalizadas en nuestro pais, un relevamiento de la incidencia de endéfitos ha
registrado su presencia en mas de 30 especies (Bertoni et al., 1993; Lugo et al., 1998; Cabral et al., 2000; Colabelli
et al., 2001, 2004; Iannone et al., 2005), destacAndose entre ellos los géneros Festuca, Poa, Bromus, Lolium,
Melica, Briza y Phleum commutattum. Cabral et al. (1999) aislaron una nueva especie de Neotyphodium (N.
tembladerae) en tres especies nativas: Festuca argentina, F. hieronymi y Poa huecu. Vila Aiub et al., (2001),
detectaron el endofito también en Hordeum comosum de la Estepa Patagénica argentina. En la Provincia de Entre
Rios se recolectaron 83 poblaciones naturalizadas de L. multiflorum de los distintos departamentos y se estudid la
incidencia de la infeccion endofitica en las mismas; los resultados mostraron una altisima frecuencia y nivel de
infeccion. Todas las poblaciones presentaron individuos infectados y sélo el 3,6% de ellas tuvieron niveles de
infeccion inferiores al 50%, mientras que el 89,1% alcanzaron niveles superiores al 90% (Maidana et al., 1999).

Las gramineas nativas y naturalizadas son una fuente importante de variabilidad genética para su utilizacion en
programas de mejoramiento genético de forrajeras. En la region pampeana, se ha detectado variabilidad para
caracteres agronomicos, genéticos, morfologicos y moleculares en especies nativas e introducidas de apreciado



valor forrajero tales como: Bromus auleticus (Traverso y Pahlen, 1982), Paspalum distichum (Echarte et al., 1992),
Thinopyrum ponticum (Borrajo, 1996), L. multiflorum (Alonso, 2004) y Bromus catharticus (Rosso, 2001). Por lo
tanto, considerando que estos endofitos se transmiten exclusivamente por semilla, disponer de informacion sobre su
presencia en colecciones de germoplasma forrajero constituye un aporte en la bisqueda de nuevas combinaciones
endofito-pasto y de su distribucion e incidencia, a la vez que afiade un atributo que caracteriza a los recursos
genéticos. Esto permitird a los fitomejoradores tomar decisiones acerca del uso de los materiales para fines
especificos tales como resistencia a estrés ambiental y control bioldgico de plagas y podria constituir una fuente de
germoplasma microbial (Clement et al., 1994).

El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia e incidencia de hongos endoéfitos del género Neotyphodium
en colecciones de germoplasma de especies forrajeras nativas y naturalizadas y en poblaciones naturalizadas de L.
multiflorum provenientes de ambientes ganaderos.

3. MATERIALES Y METODOS

Semillas de 155 poblaciones de 30 especies de gramineas conservadas en Bancos de Germoplasma del INTA
fueron analizadas (la mayoria pertenecientes al Banco de Forrajeras de la Estacion Experimental Agropecuaria de
Balcarce, provincia de Buenos Aires). Los materiales estudiados fueron coleccionados en pastizales de ocho
provincias argentinas, encontrandose entre los 22°17° Sy 41°19” Sy 57°18” O y 71°33” O y desde el nivel del mar
hasta los 3724m. En la Tabla 1 se detallan los géneros estudiados y los datos de coleccion para cada especie. Del
total de entradas analizadas, el 83% procedieron de la provincia de Buenos Aires, 8% de Rio Negro, 3% de La
Pampa, 2% de Cordoba y 1% de las provincias de Mendoza, Jujuy, San Luis y Chubut. Se analiz6 un niimero
variable de entradas (Tabla 1) y de semillas de cada especie segun la disponibilidad de material en los Bancos. Por
cada entrada, se procesaron generalmente 40 semillas (excepto en 11 entradas cuyo nimero no superd las 20
semillas). El diagnéstico del endoéfito se realizo segin la metodologia de Saha et al. (1988). Las semillas fueron
pretratadas con Na(OH) al 5% por 24 horas a temperatura ambiente y luego enjuagadas con agua comun. Las
semillas fueron analizadas bajo microscopio Optico (400x), para ello, cada semilla fue procesada sobre un
portaobjeto separando las glumelas y tefiida con rosa de bengala (6 azul de anilina) durante 2-3 minutos. En las
semillas infectadas, las hifas tefiidas se observan entre las células con aleurona del endosperma. Con la misma
metodologia se analizaron semillas de poblaciones naturalizadas de raigras anual recolectadas en ambientes
ganaderos de las provincias argentinas de Buenos Aires, Entre Rios, Corrientes, Cordoba y en la Republica Oriental
del Uruguay (Tabla 2).

Tabla 1. Especies, nimero de entradas, condicion y origen geografico para cada especie estudiada, conservadas en
Bancos de Germoplasma del INTA.

Especies y Entradas (§) N° de Condicién | Provincia de origen
Entradas de la
Analizadas | Especie
Alopecurus magellanicus  Alo 2343. 1 Nativa Rio Negro
Avena barbata Alo: 1828, 1833, 1831, 15 Naturalizada | Buenos Aires
1852, 1853, 1919, 1918, 1917; AIG 1788; La Pampa
AlC: 1981,2022, 2025, 2111; CIA: 980, Rio Negro
982. San Luis
Mendoza
Coérdoba
Bromus auleticus CIA: 1041, 1059 2 Nativa Buenos Aires
Bromus brevis CIA:996, 1012, 1014, 12 Nativa Buenos Aires
1016, 1020, 1022, 1028, 1029, 1031, 1033, Rio Negro
1034, 1063. La Pampa
Bromus catharticus CIA: 1036, 1002, 17 Nativa Buenos Aires
1086, 1011, 1095; C1 1013, 1040, 1035, Jujuy
1036, 995; CIB: 27, 36; CCS: 1246, 1265;
C11623; CICo: 1699, 1700.
Bromus hordaceus Cla 1049 1 Naturalizada | Buenos Aires




Bromus lithobius Alo 2359 1 Nativa Rio Negro
Bromus racemosus Alo 2438 1 Naturalizada | Chubut
Briza rufa Alo 1554 B 1 Nativa Buenos Aires
Briza subaristata Alo 1553 B, C1A: 983, |5 Nativa Buenos Aires
1062; Oka: 7953, 7961. Cérdoba
Dactylis glomerata Cla: 338, 330, 319; 4 Naturalizada | Buenos Aires
Nu 219.

Danthonia cirrata Alo 2462 1 Nativa Buenos Aires
Deschampsia caespitosa var. caespitosa 1 Nativa Rio Negro
Alo 2341.

Elymus gayanus Alo 2352. 1 Nativa Rio Negro
Elytrigia scabrifolia Cla: 398, 404; Alo: 5 Nativa Buenos Aires
1355, 1377, 1557.

Elytrigia scabriglumis CI: 368, 451,464, | 6 Nativa Buenos Aires
472,477, CIC 896.

Festuca sp. Alo s/n 1 Nativa Rio Negro
Festuca pampeana CIA 1056. 1 Nativa Buenos Aires
Festuca ventanicola CIA 1058. 1 Nativa Buenos Aires
Hordeum chilense Alo 2340. 1 Nativa Rio Negro
Lolium multiflorum AICN 1313; CIA 263; | 1 Naturalizada | Buenos Aires
Nu: 185, 197,199, 218, 230, 304; Cla 208,

247,262,263, 289; Lml, Lm2; CIAE

216; Alo 1285, 2480; CI 1559.

Paspalum dilatatum ssp. Dilatatum CIA: | 3 Nativa Buenos Aires
1641, 2483; C1 1722.

Paspalum dilatatum ssp. Flavescens CIA: | 7 Nativa Buenos Aires
1626, 1634, 1687, 1689, 1691,2484; Cl

1721.

Paspalum notatum CIA: 1627, 1636, 1656 | 3 Nativa Buenos Aires
Paspalum urvillei ClA: 1635, 1653. 2 Nativa Buenos Aires
Phalaris aquatica Nu: 210, 220; CIB: 54, | 6 Naturalizada | Buenos Aires
89; Bal 10897, Cla 347.

Poa iridifolia CIlA: 1090, 1042. 2 Nativa Buenos Aires
Poa pratensis Alo 2360. 1 Naturalizada | Rio Negro
Sorghastrum pellitum Alo 2460. 1 Nativa Buenos Aires
Thinopyrum ponticum Evans: 60, 61, 67, |3 Naturalizada | Buenos Aires
70, 75, 76, 103, 104, 105; CIB: 9, 42, 44, La Pampa
55,57, 64, 68, 74 ¢, 87, 90, 99; Alo: 1361,

1426; Cla 420; Nu: 338, 345 a, by c; ClA:

1640, 1661, 1669, 1672, 1674, 1682.

Nota: (§) Coleccionista y Numero de coleccion (Alo: Alonso; AIG: Alonso, Ispiziia, Guma; AIC: Alonso, Clausen ; CIA:
Clausen, Alonso; CI: Clausen; CIB: Celina Borrajo; CCS: Clausen, Carranza, Stabile; Cla: Clausen; Oka: Okada; ClCo:
Clausen, Colabelli; CIC: Clausen, Castafio; AICN: Alonso, Clausen, Nuciari; Nu: Nuciari; Lml y Lm2: EEA-INTA
Pergamino; CIAE: Clausen, Alonso, Echarte; Bal: Banco Balcarce; Evans: Evans).



Tabla 2. Origen geografico e incidencia de infeccion endofitica en poblaciones naturalizadas de raigras anual
originarios de ambientes ganaderos de la Argentina (e) y de la Republica Oriental del Uruguay (o).

Origen Provincia o Pais Porcentaje de infeccion
Ruta 6 San Vicente Buenos Aires (®) 94.4
Pergamino Buenos Aires (®) 78,1
Gral. Nelly Buenos Aires () 89,9
Rutas 11 y 36, Pipinas Buenos Aires (o) 87,9
Ruta 11, entre Pipinas y Veronica | Buenos Aires (@) 88,9
Mercedes Buenos Aires (o) 89,8
Distrito Molino Entre Rios (o) 87,9
Oro Verde, Parana Entre Rios (o) 93,1
Arroyo de la China Entre Rios (o) 88,5
Arroyo Pergamino, Pergamino Buenos Aires (o) 43,3
Ruta acceso a Las Flores Buenos Aires (®) 90,9
PI* 162455 Uruguay ©) 29,4
PI 162678 Uruguay ©) 26,7
PI 197975 Buenos Aires (o) 233
PI 339701 Corrientes (o) 58,3
C. del Uruguay Entre Rios (o) 56,7
Marcos Juarez Cérdoba (o) 93,3

*Material recibido de EE.UU.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectaron hifas de Neotyphodium en las entradas de los Bancos de Germoplasma del INTA correspondientes a
los géneros Bromus catharticus (cebadilla criolla), Lolium multiflorum (raigras anual) y Thinopyrum ponticum,
(agropiro alargado) (Tabla 3). En todos los casos, se observo el micelio intercelular caracteristico.

Los porcentajes de infeccion (Tabla 3) fueron de 8% para la poblacion de agropiro alargado y de 15% para la
poblacion de cebadilla criolla, siendo superiores en raigras anual (50% a 100%). Solamente una entrada de raigras
anual fue libre de endofito (poblacion AICN1313). Sobre 19 poblaciones de raigras anual conservadas en los
Bancos de Germoplasma, el 95% present6 individuos infectados, con una frecuencia media de infeccion de 82%
(Tabla 3). En cambio, para cebadilla criolla y agropiro alargado, la frecuencia de poblaciones infectadas fue muy
baja: 6% (1 en 17 analizadas) y 3% respectivamente.

Todas las poblaciones colonizadas con el endofito provenian de colectas realizadas en la provincia de Buenos
Aires. En las especies de las restantes entradas analizadas, no se encontraron hifas del endofito.



Tabla 3. Incidencia de endofitos tipo Neotyphodium en poblaciones provenientes de la provincia de Buenos Aires,
Argentina, conservadas en Bancos de Germoplasma del INTA.

Entradas Localidad Porcentaje
mas préoxima de infeccion

Bromus
g&itga;glcus Dolores 15
Lolium
multiflorum
Alo 1285 General Belgrano 95
Alo 2480 Balcarce 69
Cla208 Benito Juarez 100
Cla247 Tapalqué 80
Cla262 Ruta 63, Las Flores 100
Cla263 Las Flores 50
Cla 289 Ruta 50 y 30, Rauch 100
ClA 263 Rauch 76
CIAE 216 Benito Juarez 58
Cl 1559 Coronel Dorrego 100
Nu 185 Lobos 85
Nul97 Rio Salado 80
Nul99 Las Flores 100
Nu218 Arroyo Cortaderas, Azul 100
Nu230 Coronel Vidal 50
Nu 304 Madariaga 94
Lml Azul 83
Lm2 Delta 50
Thinopyrumpo
nticum 8
Evans 105

Los resultados del presente trabajo confirman la presencia de Neotyphodium en distintas especies forrajeras, la que
fue registrada anteriormente por diferentes autores: en poblaciones del género Bromus (White, 1987; Nelson et al.,
1993b), en poblaciones de B. auleticus y B. setifolius (Cabral et al., 1999, 2000), en B. catharticus y B. hordaceus
(Piontelli y Toro, 1992), en B. brachyanthera (Iannone et al., 2005); en poblaciones del género Agropyron (Nelson
et al., 1993; Nan, 2000), y en Lolium multiflorum (Latch et al., 1987; Piontelli y Toro, 1989, 1992; Maidana et al.,
1999; De Battista, 2002).

En este trabajo, exceptuando la poblacion de B. catharticus, no fue registrada la presencia del endofito fiingico en
las poblaciones analizadas de las especies B. auleticus, B. brevis, B. hordaceus, B. lithobius y B. racemosus.

En Festuca pampeana y F. ventanicola no fue registrada la presencia de Neotyphodium, coincidiendo estos
resultados con los encontrados por Bertoni et al. (1993).

Tampoco fue detectado el micelio del hongo en Briza subaristata, concordando con los resultados encontrados por
Lugo et al. (1998). Sin embargo, recientemente, Iannone et al. (2005) registraron la presencia de Neotyphodium en
Briza af. subaristata. Para poblaciones de Briza rufa, no hay registros al respecto.



En los géneros Avena, Danthonia, Paspalum, Phalaris y en Poa iridifolia no existen antecedentes de la presencia
de estos endofitos, tal como se ha registrado en este trabajo.

En Poa pratensis, se conocen datos de muy bajo porcentaje de infeccion, (0,5%, Nan, 2000) 6 no infeccion (Sun y
Breen, 1993), lo que coincide con los resultados de este trabajo. En seis especies del género Poa (P. bergii, P.
bonariensis, P. lanigera, P. lanuginosa, P. af. ligularis, P. resinulosa) se han registrado y caracterizado
recientemente, endofitos del género Neotyphodium (Iannone et al., 2005).

Si bien se ha consignado la presencia de Neotyphodium en los géneros Elymus, Elytrigia y en Deschampsia
caespitosa (Nan, 2000), asi como también en Alopecurus (Zabalgogeazcoa et al., 2000), en las poblaciones
argentinas analizadas de estos géneros, no fue observado el micelio del hongo endofito coincidiendo con Rolston et
al. (2002) quienes tampoco lo registraron para el género Elymus.

Al igual que lo registrado por Wilson et al. (1991a) para germoplasma estadounidense de Hordeum chilense no se
encontr6 infeccion del hongo en la poblacion de la misma especie procedente de la provincia de Rio Negro.
Tampoco se registro la presencia del endofito en Dactylis glomerata, lo que coincide con lo registrado por Nelson
et al. (1993b) a pesar de existir antecedentes al respecto (Piontelli y Toro, 1989; Guillaumin et al., 2000).

Las entradas que resultaron positivas para la presencia del endofito provienen de la provincia de Buenos Aires. En
Argentina, se ha observado una correspondencia entre la distribucion de los endofitos y las caracteristicas
agroclimaticas del lugar, con un incremento del nimero de pastos infectados de norte a sur y de este a oeste (Cabral
et al., 2000). Esta informacion coincide con el bajo nimero de entradas infectadas con el hongo endoéfito registrado
en este relevamiento ya que representa solo un 13%.

La incidencia en poblaciones de L. multiflorum recolectadas en ambientes ganaderos fue del 100%, no habiéndose
detectado ninguna poblacion libre de este tipo de endofitos (Tabla 2).

4.1. Impacto agronomico de la infeccion endofitica en Lolium multiflorum Lam.

No ha habido a la fecha informes que indiquen efectos toxicos o disminucion de la productividad en bovinos que
pastorean raigrds anual (Nelson y Ward, 1990). Esto podria estar relacionado a las variaciones inter e
intraespecificas observadas en la capacidad de produccién de ergoalcaloides y lolitremos en distintas asociaciones
Neotyphodium/graminea. Asi, TePaske et al. (1993) evaluaron el contenido de lolinas y ergoalcaloides en diversas
asociaciones detectando s6lo la presencia de lolinas en las especies anuales del género Lolium. Los datos
disponibles sugieren la ausencia de ergoalcaloides en las distintas especies anuales de raigras infectadas, por lo que
no se deberian esperar efectos toxicos relacionados con estos alcaloides. La presencia de lolinas podria asociarse
con repelencia a insectos fitéfagos.

La alta incidencia de N. occultans en poblaciones naturalizadas lleva a suponer que la infeccion endofitica confiere
al raigras anual alguna ventaja adaptativa, al menos en su ambiente natural. Efectos positivos sobre la adaptacion
de las plantas al medio se han demostrado en las asociaciones N. coenophialum-Festuca arundinacea y N.lolii-
Lolium perenne (Malinowski y Belesky, 2000).

Existe escasa informacion sobre el impacto de la infeccion con N. occultans sobre el comportamiento de genotipos
o0 poblaciones de raigras anual. Nelson et al. (1995) detectaron mayores rendimientos de forraje en lineas infectadas
que libres. En Concepcion del Uruguay (Entre Rios, Argentina), trabajando con una poblacién naturalizada, se
observd un efecto similar, donde la poblacion infectada produjo entre un 7-10% mas forraje que la libre,
acumulando esa diferencia en los dos primeros cortes (De Battista, datos inéditos).

La presencia del endofito en raigras anual increment6 su capacidad y velocidad de germinacion en condiciones sin
estrés hidrico o con estrés moderado. A su vez, modifico el crecimiento inicial produciendo plantulas con menos
macollos pero mas pesados y con hojas mas largas (Medvescigh et al., 2004a y b). También este autor (datos
inéditos) detectd importantes incrementos en la produccion de semilla de raigras anual infectado respecto de la
misma poblacion libre de endofito.



Latch et al. (1988) y Prestidge (1991) han postulado que existe una ventaja adaptativa para las poblaciones de
raigras anual que se encuentran infectadas con N. occultans, lo que ha resultado en que la mayoria de los ecotipos
neocelandeses se hallen infectados. Pareceria ser que la ventaja adaptativa ocurre principalmente durante la
resiembra natural. Por otro lado, se ha comprobado que N. occultans confiere a la plantula de raigras resistencia a
Listronotus bonaerensis (Dymock et al., 1989), pero no a la planta adulta (Piggot et al., 1988; Prestidge, 1991).

Nelson et al. (1993a) informaron sobre una significativa reduccion del dafio por Schizaphis graminum cuando el
raigras anual se encuentra infectado. Omacini et al. (2001) observaron una mayor densidad del afido
Rhopalosiphum padi en raigrds anual libre que en el infectado (228,8 vs 38,0/m®), pero no respecto al
Metopolophium festucae. Es interesante destacar que este efecto fue observado 6 meses después de la siembra,
indicando actividad sobre insectos en plantas adultas.

Otro aspecto estudiado de la asociacion N. occultans/L. multiflorum es la evolucion de la pérdida de viabilidad del
hongo a medida que aumenta la edad de la semilla. Es conocido que la viabilidad de los endofitos de festuca y
raigras perenne disminuye con el tiempo llegando a ser cero luego de 14-16 meses de almacenamiento en
condiciones ambientales normales (Williams et al., 1984; Maddaloni et al., 1989). Medvescigh et al. (2004c)
estudiaron la pérdida de viabilidad de una poblacion altamente infectada de raigras anual y observaron que a
diferencia de lo que ocurre en raigras perenne y festuca, el endofito del raigrds anual mantiene durante mayor
tiempo altos niveles de hongo viable en la semilla. Esta caracteristica del endofito de raigras anual podria asociarse
al ciclo de vida del huésped, ya que por su ciclo anual depende de la conservacion de la viabilidad del hongo para
perpetuar la asociacion en resiembras naturales.

Teniendo en cuenta los multiples efectos que los endofitos tipo Neotyphodium ejercen sobre las gramineas y en
particular sobre el raigras anual se enfatiza la importancia de la conservacion conjunta de ambos simbiontes en los
programas de conservacion de germoplasma.

5. CONCLUSIONES

Se detect6 la presencia de micelio de endofitos del género Neotyphodium en el 13% de las entradas analizadas de
distintos Bancos de Germoplasma. Dicha presencia se constaté en cebadilla criolla, raigrds anual y agropiro
alargado, sobre entradas coleccionadas en la provincia de Buenos Aires.

La incidencia del endofito en las poblaciones de cebadilla criolla (B. catharticus) y en las de agropiro alargado (T.
ponticum) fue baja (6% y 3%, respectivamente), en cambio, muy alta en raigras anual (Lolium multiflorum), tanto
en poblaciones conservadas en los Bancos (95%), como en poblaciones de ambientes ganaderos (100%).
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APLICACION DE MARCADORES MOLECULARES AL ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD
GENETICA EN EL GENERO Bromus

Pagano, E.M.'; Rosso, B.%; Rimieri, P.%; Rios, R.D.!
1. RESUMEN

El género Bromus incluye varias especies utilizadas como forrajeras en regiones de clima templado. Algunas de
estas especies son dificiles de identificar y se han mencionado en las publicaciones bajo diferentes denominaciones.
Los caracteres morfofisiologicos y agrondmicos que son utilizados para la caracterizacion de germoplasma no
proporcionan, en algunos casos, una adecuada estimacion de la variabilidad genética. Para profundizar el
conocimiento de esta temdtica se aplicaron técnicas de marcadores moleculares en poblaciones naturales y
cultivadas de Bromus catharticus, Bromus stamineus, Bromus brevis, Bromus auleticus y Bromus inermis. Los
marcadores RAPDs han resultado utiles tanto para la identificacion de especies como para la caracterizacion de la
variabilidad intraespecifica.

Palabras claves: Bromus, germoplasma, variabilidad genética, marcadores moleculares
2. INTRODUCCION

En Argentina crecen unas 30 especies del género Bromus, 13 de las cuales son exoticas mientras que las restantes
son nativas (Gutierrez y Pensiero, 1998). Estas especies se caracterizan por una amplia distribucion geografica y
una buena capacidad de adaptacion a diversas condiciones edafoclimaticas. Dentro de este género, la especie que
ha sido mas estudiada es la cebadilla criolla (B. catharticus Vahl.), originaria de la region Pampeana hiimeda de
la Repuiblica Argentina, con un area de difusion que se extiende a Uruguay, sur de Brasil y centro norte de Chile.
Esta es una especie hexaploide de reproduccion sexual, preferentemente autdgama, con la caracteristica de
producir flores casmdgamas o cleistogamas de acuerdo a la época del afio (Ragonese y Marco, 1941; Ragonese y
Marco6, 1943). Al respecto, los trabajos de Cladera y Pahlen (1984) y Morant (1990) han mostrado una baja tasa
de alogamia. Garcia y Arturi (1992) sugirieron que el vigor de las semillas provenientes de casmogamia daria una
ventaja adaptativa de los individuos heterocigotas.

Las clasificaciones de las especies del género Bromus estan basadas en caracteres morfologicos (Mathei, 1986;
Stewart, 1996; Gutiérrez y Pensiero, 1998; Planchuelo y Peterson, 2000). También el analisis de la variabilidad
fenotipica a través de estudios de poblaciones, cultivares y lineas de B. catharticus Vahl realizados en programas
de mejoramiento de nuestro pais, se han concentrado basicamente en caracteristicas morfo-agronémicas (Pérez
Lopez, 1975; Pahlen 1986; Pistorale y Wolff 1996; Rosso, 2001) incluyendo algunos trabajos la determinacion de
parametros genéticos (Arturi et al., 1983; Szpiniak et al., 1995; Gieco, 2002; Aulicino y Arturi, 2002; Wolff et al.,
2006). Ademads, los caracteres morfofisioldgicos y agrondmicos son utilizados para la caracterizacion de
germoplasma y descripcion de cultivares para su inscripcion.

Sin embargo, en algunos casos, €stos no proporcionan una cuantificacion adecuada de la variabilidad genética, la
que puede ser sobreestimada debido a la plasticidad fenotipica (Novoplansky, 2003) que presenta esta forrajera.
Los marcadores moleculares pueden extender y complementar la caracterizacion basada en descripciones
morfologicas y bioquimicas proveyendo de informacion mas segura y detallada que la clésica fenotipica (Karp et
al., 1997). Su uso permite estudiar de forma directa la variacion del ADN que no es influida por el ambiente. La
aplicacion de esta metodologia ha tenido impacto en la caracterizacion de la diversidad de los recursos genéticos
vegetales y fue utilizada en varios aspectos como identificacion de duplicaciones, desarrollo de estrategias de
muestreo y validacion de técnicas de multiplicacion (Karp, 2002).

Aplicando marcadores moleculares se pueden reconocer directamente las diferencias genéticas entre individuos,
obteniéndose un perfil molecular caracteristico para cada variedad e independiente de las condiciones de
crecimiento de las plantas (Szczepaniak et al., 2002).
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Ademas de permitir obtener mejores estimaciones de la diversidad genética de una poblacion determinada,
pueden proveer informacion sobre frecuencias alélicas, nivel de heterocigosis de una poblacién en forma mas
eficiente que usando estrategias convencionales de caracterizacion morfologica (Forster et al., 2001).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) es una técnica que permite obtener polimorfismos de fragmentos
amplificados a través del uso de primers cortos y de secuencia arbitraria para amplificar regiones del genoma
usando PCR bajo condiciones de baja especificidad. Asi, los sitios de amplificacion de los primers se distribuyen al
azar a lo largo del genoma. La técnica es simple y ha sido ampliamente utilizada para la evaluacion de estudios
sobre diversidad genética, investigaciones de hibridacion, eventos de introgresion e investigacion de estructuras y
procesos poblacionales (Harris, 1999). Sin embargo, para su correcta aplicacion deben tomarse diferentes
precauciones, como el control estricto de las condiciones de trabajo y se recomienda (dada la naturaleza andénima
de las bandas y la dificultad de establecer homologias) circunscribir su utilizacion a nivel especifico o
infraespecifico y al momento de establecer comparaciones, utilizar inicamente célculos de distancia genética en los
cuales no intervengan analisis parsimoniosos (Xena de Enrech, 2000).

Hay muy pocos antecedentes de la aplicacion de marcadores moleculares al estudio de variabilidad genética
nuclear en las especies nativas del género Bromus. Ademas de los estudios moleculares que aqui se presentan
conducidos en forma colaborativa entre el Instituto de Genética “Ewald A. Favret” (IGEAF) del CICVyA, INTA
Castelar y la EEA INTA Pergamino, se puede citar a Massa et al. (2001) que encontraron correlaciones
significativas entre patrones de AFLP (Amplification Fragment Length Polymorphism) y distribucion geografica de
especies de la seccion Ceratochloa de la Patagonia argentina.

El objetivo general de este trabajo es la aplicacion de marcadores moleculares al estudio de la variabilidad genética
en el género Bromus, con los objetivos especificos de estudiar la diversidad genética en diferentes tipos de
poblaciones cultivadas y naturales, generar informacion que permita ampliar la base genética utilizada en el cultivo
de este género y mejorar la conservacion de estos recursos genéticos nativos.

3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se inici6 con la puesta a punto de las técnicas de RAPD y AFLP en cebadilla criolla. Con estas
metodologias se estudi6 la variabilidad genética de cultivares comerciales argentinos y franceses y
posteriormente, se analizaron con RAPD poblaciones de distintos Bromus conservadas en el Banco de
Germoplasma de la EEA INTA Pergamino.

3.1 Material genético estudiado

La aplicacion de marcadores moleculares en cebadilla criolla se inici6 en la década del "90 sobre una muestra de
los cultivares disponibles en el mercado nacional y de lineas experimentales avanzadas del programa de
mejoramiento genético del INTA. Sobre las lineas experimentales los mejoradores realizaron una seleccion de
fenotipos contrastantes en ancho de lamina, porte, ciclo y macollaje, los cuales también fueron analizados
molecularmente.

Los estudios continuaron con el andlisis de 20 poblaciones de B. catharticus, colectadas en localidades de la region
Pampeana Humeda en las provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Entre Rios y Santa Fe, en un area comprendida
entre los 30°23” y 39°24° Lat. S y 58°47° y 62°37° Long. O y posteriormente se incluyeron poblaciones colectadas
al oeste de Cordoba y San Luis. También se analizaron 4 poblaciones de B. stamineus.

Ademés, se incluyeron los cultivares Martin Fierro MAG (B. catharticus), Zamba (B. stamineus), Pampera (B.
auleticus) y Ona (B. inermis), algunos de los cuales ya habian sido analizados en los primeros estudios y en
consecuencia fueron seleccionados para ser utilizados como controles en los andlisis posteriores.

Recientemente se analizaron también 8 poblaciones de B. brevis colectadas en la provincia de La Pampa y
conservadas en EEA INTA Anguil.

Se incluy6 también una poblacion B. parodii.

Actualmente se estan analizando 20 poblaciones de B. stamineus y 12 poblaciones de B. auleticus.



3.2 Metodologia de laboratorio y analisis de datos

Para la extracciéon de ADN cada entrada fue representada por un bulk de 10 plantulas de aproximadamente 4-5
semanas desde la germinacion. Para las reacciones de PCR, se utilizaron primers informativos de la serie Operon.
Los productos de amplificacion se separaron en geles de agarosa 2% (p/v) disuelta en buffer TBE, conteniendo
bromuro de etidio y fueron fotografiados bajo luz ultravioleta. Para el analisis, cada marcador RAPD fue
considerado como un locus cuyos dos alelos fueron identificados por la presencia o ausencia de una banda
particular. Con la informacion obtenida se construyd una matriz basica de datos y la estimacion de la similitud
genética fue calculada de acuerdo a Jaccard (1908). Los resultados de esta matriz se procesaron mediante el analisis
de agrupamiento, con la técnica UPGMA y se generaron dendogramas. El paquete estadistico utilizado fue
NTSYS-pc version 2.02g (Rohlf, 1998).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Teniendo en cuenta que las metodologias AFLP y RAPDs (Puecher et al., 1998). generaron informacion semejante,
por razones de simplicidad técnica y costo, se continuaron los trabajos con el método RAPDs (Puecher et al.,
2001a). Se determino que la técnica de RAPDs es util por su rapidez y reproducibilidad para evaluar la variabilidad
de cebadilla criolla, ademas de permitir discriminar otras especies del género Bromus y que con un bajo niimero de
individuos (10-15) se representa la variabilidad de las poblaciones de cebadilla criolla (Puecher et al., 2001a). En el
dendograma derivado de un analisis de agrupamiento, (Figura 1) se puede observar que los cultivares argentinos,
al igual que los obtenidos en Francia (Maribel, Anabel y Bellegarde) resultaron ser muy semejantes, con un
coeficiente de similitud de 90%. Por otro lado, el grupo B. catharticus se distancié ampliamente de B. stamineus.
Cabe aclarar que MFierro 1 a 3 corresponden a distintas procedencias del viejo cultivar Martin Fierro MAG y que
los indicados como cvExp son cultivares sintéticos experimentales no inscriptos.
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Figura 1. Dendograma obtenido por analisis cluster (UPGMA), basado en el coeficiente de similitud de Jaccard en
cultivares de Bromus catharticus

Los resultados de la evaluacion con marcadores moleculares de la variabilidad genética existente en cultivares y
poblaciones naturales de cebadilla criolla mostraron niveles de similitud muy altos lo que indicéd una estrecha base
genética de la muestra de materiales de B. catharticus estudiados (Puecher et al., 2001a y b). La caracterizacion
fenotipica de estas mismas poblaciones naturales provenientes de la region pampeana himeda mostrd resultados
similares (Rosso, 2001). Por otro lado estos resultados no concordaban con lo encontrado por varios autores, en
cuanto a que cebadilla criolla presenta una alta variabilidad fenotipica (Pérez Lopez 1975, Arturi et al., 1983,
Pahlen 1986, Garcia y Arturi 1992, Spiniak et al., 1995, Wolff et al., 1996). Esta discrepancia puede explicarse
teniendo en cuenta la plasticidad fenotipica (Bradshaw, 1965) fendmeno que ha sido mencionado para el género
Bromus (Forde y Edgar, 1995). De acuerdo a nuestros trabajos la variabilidad genética en cebadilla criolla es
reducida y coincidimos con lo propuesto por Aulicino y Arturi 2002, en cuanto a que esta especie presenta la



habilidad de responder a cambios ambientales con caracteres plasticos que le proporcionan una estrategia
adaptativa en periodos cortos.

Como se expresd hasta aqui los resultados moleculares mostraban un bajo nivel de variabilidad genética en
poblaciones naturales en coincidencia con lo detectado previamente en los cultivares comerciales. Para
profundizar el estudio se analizaron por RAPDs genotipos de cebadilla criolla seleccionados en el programa de
Mejoramiento de la EEA INTA Pergamino por su morfologia contrastante y no fue posible establecer una
relacion entre la variacion morfoldgica y la molecular ya que nuevamente la variabilidad molecular fue reducida,
no siendo posible delinear criterios de seleccion, posiblemente debido a la marcada plasticidad fenotipica
determinada por Gieco et al. (2002) para la especie.

Luego de estos resultados obtenidos se decidid continuar con los estudios moleculares de diversidad genética en
poblaciones colectadas en zonas marginales al cultivo de esta especie, en las provincias de San Luis y Oeste de
Cordoba. En estos estudios se incorporaron poblaciones de otras especies del mismo género que coexisten con B.
catharticus: 4 poblaciones y el cultivar Zamba de B. stamineus, una poblacioén de B brevis y los cultivares Pampera
INTA de B. auleticus y Ona de B. inermis. Los resultaron indican que la similitud genética es mayor dentro de cada
especie (B. catharticus y B. stamineus) y el analisis de agrupamiento permitié distinguir claramente a las 5
especies, a un valor de similitud de 50%. (Figura 2). A un valor superior al 70% de similitud se agruparon las
poblaciones de B. catharticus colectadas en localidades de la region Pampeana Humeda en las provincias de
Buenos Aires, Cordoba, Entre Rios y Santa Fe. Sin embargo, una poblacion del Oeste de Cordoba y una de San
Luis se agruparon aproximadamente al 85% de similitud entre si, presentaron una distancia (52-54%) con respecto
al resto de poblaciones de B catharticus, lo cual no habia sido detectado en ninguno de los analisis de las muestras
anteriormente estudiadas (Sellaro et al., 2005). Se destaca que la inclusion de las poblaciones de B. catharticus
colectadas fuera de las areas de utilizacion de la especie como pastura cultivada, permitié ampliar el espectro de
variabilidad genética. Estos resultados sugieren que es posible encontrar variabilidad para ser utilizada en los
programas de mejoramiento de esta especie nativa, considerada una de las gramineas de mayor valor forrajero.
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Figura 2. Dendograma obtenido por analisis cluster (UPGMA), basado en el coeficiente de similitud de Jaccard
en poblaciones y cultivares de Bromus.

Referencias: Ba: Bromus auleticus, Bb: Bromus brevis, Bc: Bromus catharticus, Bi: Bromus inermis, Bs: Bromus
stamineus. BA: Buenos Aires, Cba: Cdérdoba, StaF: Santa Fé.

El niimero entre (.) corresponde al nimero de poblaciones en ese grupo.

Los cultivares son:Mfi: Martin Fierro MAG, Zamba, Pampera INTA y Ona.

Actualmente, debido a la necesidad de buscar variabilidad genética novedosa fuera del area de cultivo de la
cebadilla criolla y a la coexistencia geografica y/o superposicion en caracteres morfologicos de otras especies de



Bromus con la misma, se ha decidido intensificar el estudio de diversidad genética de poblaciones de especies
nativas como B. brevis, B. parodii, B. stamineus y B. auleticus. El analisis preliminar de las poblaciones de B.
brevis (Cuyeu et al., 2005), muestra que las mismas forman claramente un grupo separado de otras especies, pero
con una amplia variabilidad intrapoblacional. Es importante destacar que las poblaciones de B. brevis presentaron
una marcada distancia comparada al resto de las especies del género incluidas en el estudio, lo cual nos esta
confirmando una vez mas la utilidad de marcadores RAPDs tanto para la caracterizacion de la variabilidad
intraespecifica como asi también para su diferenciacion con otras especies del género Bromus.

5. CONCLUSIONES

En este contexto, las relaciones filogenéticas de las divisiones del género Bromus son controvertidas. Asi, a modo
de ejemplo, Gutierrez y Pensiero (1998) indican en la seccion Ceratochloa que la especie tipo es B. wildenowii
Kunt. (=B. catharticus Valh.) y las especies representadas en Argentina son B. bonariensis, B. brevis, B.
catharticus, B. coloratus, B. lithobius, B. mango, B. parodii, B. stamineus y B. tunicatus. Pero, por otro lado,
Planchuelo y Peterson (2000) no reconocen dentro de Ceratochloa a B. brevis Nees ex Steud. (Camara Hernandez,
1978) y B. burkartii Mufioz (Matthei, 1986), lo cual discrepa con los autores anteriores y con Naranjo 1992. En
consecuencia, no hay consenso en cuanto al tratamiento sistematico de las especies del género Bromus, en gran
parte debido a que los caracteres utilizados no permiten una aceptable discriminacion o son insuficientes para
permitir la delimitacion de algunas especies. Es por ello, que la informacion generada a través de los marcadores
moleculares puede resultar un aporte importante a la clasificacion taxondomica de las especies del género Bromus.

Por otro lado, un mejor entendimiento de la variacion genética dentro y entre especies, facilitara el mejoramiento
genético permitiendo el desarrollo de nuevos tipos forrajeros mas productivos, persistentes y de mejor calidad
nutricional en pasturas cultivadas. El uso de pasturas en la recuperacion de ecosistemas pastoriles, con el avance de
la degradacion de los ecosistemas naturales y el desplazamiento de la ganaderia, también necesita del conocimiento
de esa variacion genética. Ademas, se lograra una conservacion mas eficiente de estos recursos genéticos nativos.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arturi, M.J.; Marchetta, M.; Rapela, M. y Mujica, M. 1983. Variabilidad y correlaciones en cebadilla criolla. Rev.
Fac. Agron. La Plata 59(1-2):191-197.

Aulicino, M. and Arturi, M. 2002. Phenotypic diversity in Argentinian populations of Bromas catharticus
(Poaceae). Genetic and environmental components of quantitative traits. N.Z.J. of Botany, Vol. 40: 223-234.

Bradshaw, A. 1965. Evolutionary significance of phenotoitypic plasticity in plants. Adv. Genet.13: 115-155.

Camara Hernandez, J. 1978. In: Nicora. Gramineae. Flora patagdnica. Coleccion cientifica del INTA. Buenos Aires
8, 3:77-93.

Cladera; J. and Pahlen, A. 1984. Genetic and populational study of esterases on Bromus catharticus Vahl. Bol.
Gen. Inst. Fitot. 12:25-30. INTA Castelar.

Cuyeu, A.; Pagano. E.M.; Rosso, B.; Traverso, J. y Rios, R.D. 2005. Caracterizacion molecular de poblaciones de
Bromus brevis En Journal of Basic & Applied Genetics. Actas XXXIV Congreso Argentino de Genética, GMV pp.

Forde, M. and Edgar, E. 1995. Checklist of pooid grasses naturalised in New Zealand. 3 TribesBromeae and
Brachypodieae. New Zealand Journal of Botany, 33: 35-42.

Forster, J.; Jones, E.; Kolliker, R.; Drayton, M.; Dupal, M.; Gu, K. and Smith, K. 2001. Application of DNA
profiling to outbreeding forage species. En Plant Genotyping: The DNA fingerprinting of plants. Ed. Henry, R.J.,
Lismore, Australia. CAB International.



Garcia, M. y Arturi, M. 1992. Variabilidad fenotipica en progenies de Bromus catharticus Vahl, originadas de
flores chasmdgamas y cleistogamas. Rev. Fac. Agron. La Plata 68:27-33.

Gieco, L. 2002. Caracterizacion genética y agronomica de genotipos de Cebadilla Criolla (Bromus catharticus
Vah.) con morfotipos diferentes para delinear criterios de seleccion. Tesis M.Sc, UNR-INTA, Rosario, Argentina.

Gieco, L.; Pagano, E.M.; Rios, R. y Rimieri, P. 2002. Caracterizacion molecular de lineas selectas de cebadilla
criolla. V Encuentro Latino-Americano de Biotecnologia Vegetal. Buenos Aires. REDBIO.

Gutiérrez, H. y Pensiero J. 1998. Sinopsis de las especies argentinas del género Bromas (Poaceae). Darwiniana 35
1-4: 75-114.

Harris, S.A. 1999. RAPDs in systematics - A useful methodology? In: Advances in Molecular Systematics
(Hollingsworth, P.M. et al., eds.). Taylor & Francis, London, pp 211-228.

International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR). 1985. Descriptor list for forage grasses. Roma, Italia, pp
1-30.

Jaccard, P. 1908. Nouvelles recherches sur la distribution florale. Bull. Soc. Vaud. Sci. Nat.. 44 :223-270.

Karp, A. 2002. The new genetic era: will it help us in managing genetic diversity? In: Engels, J.M.M; Ramanatha
Rao, V; Brown, A.H.D; Jackson, M.T. (eds) Managing Plant Genetic Diversity. Wallingford and Rome, CAB
International and IPGRI, pp 43-56.

Karp, A.; Kresovich, S.; Bhat, K.V.; Ayad, W.G. and Hodgkin, T. 1997. Molecular Tools in Plant Genetic
Resources Conservation: a Guide to the Technologies (IPGRI technical bulletin N°. 2).International Plant Genetic
Resources Institute, Rome.

Massa, A.; Larson, S.; Jensaen, K. and Hole, D. 2001. AFLP Variation in Bromus Section Ceratochloa germplasm
of Patagonia. Crop Sci. 41:1609-1616.

Matthei, O. 1986. El género Bromus L. (Poaceae) en Chile. Gayana, Bot. 43 (1-4): 47-110.

Morant, A. 1990. Determinacion del porcentaje de fecundacion cruzada en cebadilla criolla (Bromus catharticus
Vahl.). Tesis M.Sc, UNR-INTA, Rosario, Argentina

Naranjo, C.A. 1992. Estudios biosistematicos en especies de Bromus (seccion Ceratochloa, Poaceae). 1. Sistemas
reproductivos y barreras de aislamiento. Darwiniana, 31:173-183.

Novoplansky, A. 2002. Developmental plasticity in plants: implications of noncognitive behavior. Evolutionary
Ecology 16:177-188.

Pagano, E.M.; Rosso, B.; Rimieri, P. y Rios, R.D. 2005. Aplicaciéon de marcadores moleculares al estudio de la
variabilidad genética en el género Bromus (Poaceae). En Journal of Basic & Applied Genetics. Actas XXXIV
Congreso Argentino de Genética. S2, pp 44-45

Pahlen, A. 1986. Evaluation of genetic variabitity of some native forage plants. Bol. Gen. Inst. Fitot. 14:1-6.

Pérez Lopez, F. 1975. Estudio de variabilidad en Bromus unioloides de diferentes habitats. Tesis M.Sc, Esc. Grad.
Cs. Agrop., INTA Castelar.

Pistorale, S. y Wolff, R. 1996. Estrategia reproductiva en Bromus catharticus Vahl. (cebadilla criolla).
Componentes del rendimiento. XXVII Congreso Argentino de Genética. 39° Reunion Anual Soc de Biologia de
Chile. Vina del Mar, Chile. Pp. 135.



Planchuelo, A.M. and Peterson, P.M. 2000. The species of Bromus (Poaceae: by S.W.L Jacobs and J. Everett.
CSIRO Publishing, Collinwood, Australia. pp. 89-101.

Puecher, D.; Robredo, C.; Rios, R.D. y Rimieri, P. 1998. Evaluacion de la variabilidad por RAPDs en Bromus
catharticus Valh.. Congreso Argentino de Botanica. Rio Cuarto, Octubre de 1998.

Puecher, D.I.; Robredo C.G.; Rios, R.D. and Rimieri, P. 2001a. Genetic variability measures among Bromus
catharticus Vahl. populations and cultivars with RAPD and AFLP markers. Euphytica 121: 229-236.

Puecher, D.; Robredo, C.; Pagano, E.; Rimieri, P. y Rios, R. 2001b. Evaluacion de la variabilidad genética en
poblaciones naturales de cebadilla criolla a través de RAPD. IV Encuentro Latino-Americano de Biotecnologia
Vegetal. Brasil. REDBIO.

Ragonese, A. y Marcd, P. 1941. Observaciones sobre la biologia floral de cebadilla criolla. Rev. Arg. Agron.
8(3):196-199.

Ragonese, A. y Marco, P. 1943. Influencia del fotoperiodo sobre la formacion de flores cleistogamas y
chasmdgamas en cebadilla criolla. Rev. Arg. Agron. 10(2):178-185.

Rohlf, F.J. 1998. NTSYS-pc: Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System. Applied Biostatistics Inc.

Rosso, B. 2001. Colecta y caracterizacion de cebadilla criolla (Bromus catharticus Vahl.) en la region central de
Argentina. En: Didlogo LVI, Los recursos fitogenéticos del género Bromus en el Cono Sur/PROCISUR. pp 99-101.

Sellaro, R.; Pagano, E.M.; Rosso, B.; Rrimieri, P. and Rios, R.D. 2005. Genetic characterization of prairie grass
(Bromus catharticus Vahl.) natural populations. In:Molecular Breedind for the genetic improvement of forage crops
and turf. Ed M. O. Humphreys. Section8: Genetic diversity, genetic resources and breeding systems.pp 266

Stewart, A.V. 1996. Potential value of same Bromus species of the Section Ceratochloa. N.Z.J. Agric. Res. 39:611-
618.

Szczepaniak, M.; Cieslak, E. and Bednarek, P. 2002. Morphological and AFLP variation of Elymus repens (L.)
Gould (poaceae). Cellular & Molecular Biology Letters 7: 547-558.

Szpiniak, B.; Ferreira, V. and Sepliarsky, A. 1995. Variabilidad en Cebadilla criolla del sur de Cérdoba. Proced.
XXIII Congreso Argentino de Genética. P 28. Wolff, R., Abbott, L. and Pistorale, S. 1996. Reproduction
behaviour of Bromus catharticus Vahl (Cebadilla criolla) in natural and cultivated populations. J. Genet. and
Breed. 50:122-128.

Wolff, R.; Abbott, L. and Pistorale, S. 1996. Reproduction behaviour of Bromus catharticus Vahl (Cebadilla
criolla) in natural and cultivated populations. J. Genet. and Breed. 50:122-128.

Wolff, R.; Abbott, L. and Pistorale, S. 2006. Estimation of genetic parameters in Bromus catharticus Vahl. Journal
of Basic & Applied Genetic 17(1): 51-59.

Xena de Enrech, Nereida. 2000. Una década de aplicacion del método RAPD: alcances y limites en el estudio de
relaciones genéticas en plantas.(Revision Biologia) Acta Cientifica Venezolana, 51: 197-206.



EVALUACION BAJO PASTOREO DE DOS MATERIALES DE
Bromus stamineus E. Desv. SELECCIONADOS EN CHILE

Ortega, F. L Rojas, c.h Seguel, I'. y Levio, 3!

1. RESUMEN

Segun antecedentes botanicos el género Bromus comprende a nivel mundial alrededor de 400 especies, de las
cuales 24 estan presentes en Chile. A pesar de las bondades de este género, en Chile no se han valorizado estos
recursos y han sido otros paises quienes han seleccionado cultivares a partir de ellos. La presente investigacion
considero la evaluacion del comportamiento productivo, durante cuatro temporadas, de dos selecciones de Bromus
stamineus E. Desv., BR1 y BR2 y su relacion con especies forrajeras de uso comercial en Chile (Bromus stamineus.
cv. Gala, Festuca arundinacea cv. Quantum y Lolium perenne cv. Nui). Los resultados indican que en una primera
temporada las selecciones de B. stamineus BR1 y BR2 presentaron un menor rendimiento inicial al ser comparados
con L. perenne cv. Nui pero igual que F. arundinacea cv. Quantum. En una segunda temporada se observo un
aumento del rendimiento de BR2 en relacion a los demas materiales evaluados. En la tercera temporada BR2
alcanz6 un rendimiento significativamente superior a las otras gramineas. Los resultados de la evaluacion del
rendimiento acumulado de cuatro temporadas en condicion de pastoreo rotativo bovino demuestran que BR2 fue
superior en un 22% al cultivar Gala y en 54% a L. perenne cv. Nui. Lo anterior estaria demostrando que existe un
potencial real de incorporar variedades del género Bromus seleccionadas en Chile como alternativa forrajera en el
Sur del pais.

Palabras claves: Domesticacion, Bromus, especie nativa, Chile

2. INTRODUCCION

El género Bromus comprende a nivel mundial alrededor de 400 especies (Stewart, 1996), de las cuales 24 estan
presentes en Chile (Matthei, 1986). Su taxonomia no esta clara; la mayor parte de las publicaciones neocelandesas
se basan en Forde y Edgar (1995), la que discrepa de lo descrito por Matthei (1986), autor que describe a Bromus
stamineus (Syn. B. valdivianus) en la seccion Ceratochloa del género Bromus. En esta presentacion se utilizara la
denominacion Bromus stamineus E. Desv. para los dos materiales colectados y seleccionados BR1 y BR y para la
variedad comercial Gala.

Las especies de este género son una alternativa forrajera interesante por su amplia distribucion y adaptacion a
diversas condiciones, B stamineus E. Desv forma parte de las praderas naturales en el centro sur y sur de Chile y
tiene entre sus principales atributos agrondmicos la resistencia a la sequia estival, su crecimiento relativamente
uniforme a través del afio, su elevada persistencia en comparacion a otras gramineas introducidas y la inexistencia
de limitaciones nutricionales ya que no tiene asociacion con hongos endofitos.

A pesar de las bondades de este género, en Chile no se han aprovechado estos recursos genéticos. En cambio, han
sido otros paises como Nueva Zelanda quienes los han utilizado para liberar al mercado variedades que se
comercializan a nivel mundial y que incluso Chile importa actualmente. Tal es el caso por ejemplo, de Bromus
stamineus cv. Gala, la unica variedad comercial en Chile, que fue seleccionada en Nueva Zelanda a partir de
recursos genéticos de la zona cordillerana central de Chile (Stewart, 1992). Recientemente en Nueva Zelanda fue
liberada la variedad Bareno, descrita como Bromus valdivianus y de origen genético también chileno (Charlton y
Stewart, 2000).

El objetivo general de esta linea de investigacion ha sido valorizar los recursos genéticos naturalizados del género,
priorizando en primera instancia aquellos de la seccion Ceratochloa del género Bromus. En el marco del proyecto
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binacional Argentina-Chile financiado por PROCISUR “Coleccion de germoplasma forrajero en los bosques
andinos patagdnicos” se realizaron tres campafias de colecta de germoplasma entre 1994 y 1996, cubriendo entre
los grados 38° y 54° Lat.S por ambos lados de la cordillera (Zappe y otros, 1999), dando lugar a una coleccion
inicial de 115 accesiones de Bromus pertenecientes a 12 especies. De estas accesiones, 76 fueron caracterizadas y
evaluadas agronomicamente (Seguel y otros, 1999) y las de mejor comportamiento fueron sometidas a dos ciclos
de seleccion masal intrapoblacional.

A partir del afio 2001 se inici6 una serie de ensayos en diversas localidades y condiciones para evaluar el
comportamiento agronémico de dos accesiones de B. stamineus E. Desv (BR1 y BR2), en comparacion al cultivar
neocelandés de B. stamineus Gala y otras gramineas adaptadas a la zona. En este trabajo se describen los resultados
de un ensayo con cuatro afios de evaluacion en condiciones de pastoreo rotativo con bovinos en una localidad
(INTA Carillanca).

3. MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd en INIA Carillanca (38°41°’L.S y 72°25° L.W, 200msnm) en un suelo transicional con
caracteristicas de Ultisol, de textura franco arcillosa, de topografia plana a ligeramente ondulada, y clase III de
capacidad de uso del suelo. La composicion quimica inicial indicé 9% de materia organica, 27mg kg de P Olsen,
25ppm de N, 0,95cmol+ kg™ de K, 4.8 de pH H,0, 0.73cmol+ kg™ de Al, 8.4% Al saturaciéon y 8.69cmol+kg” de
suma de bases. La temperatura media anual en cobertura en el sector es de 11,2°C en primavera y de 15,5°C en
verano, con una precipitacion media anual de 1.350mm, segtn los registros de INIA Carillanca.

La siembra del ensayo se realiz6 el 6 de abril de 2001 ajustando la dosis de siembra para obtener 880 semillas
viables m™ para Lolium perenne L. (ballica perenne) y Festuca arundinacea Schreb. (festuca) y 400 semillas
viables m™ para Bromus. El ensayo se sembré sin leguminosa acompanante y durante todo el periodo experimental
se mantuvo libre de leguminosas y malezas de hoja ancha aplicando herbicidas. La dosis de semilla utilizada, asi
como el peso de la semilla para cada material se indica en el Cuadro 1. La siembra se hizo a chorro continuo en
hileras distanciadas a 20cm. El disefio experimental correspondié a bloques completos al azar con cuatro
repeticiones. El tamafio de cada parcela fue de 30m”* (5x6m).

Cuadro 1. Peso de semilla, dosis de siembra y poblacion a la emergencia de accesiones de Bromus stamineus y
cultivares testigo de Festuca arundinacea Schreb. y Lolium perenne L. INIA Carillanca (Temuco,

Chile)

Numero de semillas g’ Dosis de siembra Plantas m™
TRATAMIENTO kg ha Semilla m™ 14-05-2001
F. arundinacea Quantum 526 14.0 884 280 b
L. perenne Nui 433 16.8 884 672 a
B. stamineus BR1 150 28.4 512 325b
B. stamineus Gala 90 37.5 400 295 b
B. stamineus BR2 147 27.2 478 296 b
Signif. - - - *x

**indica diferencias significativas (P<0,01).
Cifras seguidas por distinta letra en sentido horizontal indican diferencias significativas.
(Duncan, P<0.05).

La fertilizacion de establecimiento y mantencion se realizo de acuerdo a los resultados de analisis de suelo segun lo
indicado en el Cuadro 2.




Cuadro 2. Fertilizacion al establecimiento y de mantencion en cada temporada del ensayo. INIA Carillanca
(Temuco, Chile)

Establecimiento Mantencion
2001 2001 2002 2003 2004
N (kg/ha) 32 40 80 110 120
P,0s (kg/ha) 150 0 100 100 80
K,0 (kg/ha) 25 0 80 80 80
S (kg/ha) 0 0 36 36 36
CaO (kg/ha) 0 0 66 526 296

A la emergencia de las plantulas se detecto el ataque del gorgojo de las ballicas (Listronotus bonariensis), razon
por la cual se aplico el insecticida Oxamilo (Vydate, L, 2L i.a. ha™) en cuatro oportunidades (18-05-01; 12-06-01;
28-06-01 y 3-08-01). En las siguientes temporadas se control6 a salidas de invierno-inicios de primavera (13-08-02;
24-06-03; 9-07-04) cuncunilla negra (Dalaca spp.) con el insecticida Lambdacihalotrina (Zero, 200cc i.a. ha™). Por
otro lado, para el control de plantas de hoja ancha se aplico la mezcla de herbicidas Dicamba (Banvel-D, 250cc i.a.
ha™) + MCPA (MCPA 750, 1000cc i.a ha™) el 11-09-01, 21-10-02, 29-09-03 y 6-07-04.

El ensayo se manejo con pastoreo rotativo con novillos de aproximadamente 250kg de PV cada uno. El pastoreo se
realiz6 en forma simultanea en todo el ensayo, sin dividir entre repeticiones, en un lapso de 3 a 5 horas.
Las evaluaciones fueron:

e Recuento de plantas a la emergencia (14-05-01). Se contd el numero de plantas en medio metro de doce hileras
centrales de cada parcela (superficie evaluada 1,2m?/parcela) y se expresé como niimero de plantas m™.

e Rendimiento de materia seca y composicion botanica: se evalué 1,0m” de la parte central de cada parcela (2
cuadrantes de 0,5m” c/u) a una altura de 4 a 5cm. Una submuestra del material verde de 100 a 150gramos fue
secada en horno a 65°C durante 48 horas para obtener el % de materia seca y estimar el rendimiento en kg MS
ha™'. Otra submuestra de aproximadamente 100gramos de materia verde fue separada en especie sembrada y
malezas para estimar la contribucion de la especie pura en base a materia seca obtenida seglin procedimiento de
secado detallado anteriormente.

e (alidad del forraje. La submuestra de especie pura de los pastoreos con mayor produccion en cada temporada
fueron enviadas a laboratorio de bromatologia para analisis de proteina total, fibra detergente acida y fibra
detergente neutro.

Se realizé andlisis de varianza (ANDEVA) y separacion de medias por diferencias minimas significativas (5% de
probabilidad) cuando ANDEVA fue significativo, utilizando el paquete estadistico SAS (SAS, 1999).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La poblacion de plantas al establecimiento fue superior para Lolium perenne e igual entre los Bromus sp y Festuca
(Cuadro 1). Los resultados de la primera temporada no mostraron diferencias significativas en produccion
acumulada; sin embargo, si hubo diferencia significativa en el rendimiento del primer y tltimo pastoreos (Cuadro
3). En el primer pastoreo el cultivar Nui superé en mas del doble el rendimiento de las otras gramineas, lo que se
explica por la rapidez de establecimiento de Lolium perenne (Lopez, 1996), que supera en dicho parametro a B.
stamineus segtin lo reportado por Stewart (1993) y por su buen establecimiento avalado por la elevada poblacion
inicial (Cuadro 2). En el ltimo pastoreo de la primera temporada, el Bromus stamineus cv. Gala fue similar en su
rendimiento a bromo BR2 y supero6 a las otras gramineas.




Cuadro 3. Rendimiento de forraje (kg MS ha™) en la primera temporada de 3 materiales de Bromus stamineus y
cultivares testigo de Festuca arundinacea Schreb. y Lolium perenne L. manejados bajo pastoreo. INIA
Carillanca (Temuco, Chile), sin riego, temporada 2001-2002

TRATAMIENTO Pastoreo 1 | Pastoreo 2 | Pastoreo 3 Pastoreo 4 | Pastoreo 5 | Pastoreo 6 |Total temporada
(17-10-01) | (21-11-01) | (17-12-01) (30-01-02) (10-4-02) | (30-5-02) {2001-2002

F. arundinacea Quantum 534b 808 367 296 895 512 be 3411

L. perenne Nui 1549 a 1040 320 85 804 333 ¢ 4131

B. stamineus BR1 613D 933 469 310 577 431 ¢ 3334

B. stamineus Gala 738 Db 726 496 292 791 762 a 3805

B. stamineus BR2 682 b 887 473 353 673 694 ab 3762

Signif. ** ns Ns ns ns ** ns

** indica diferencias significativas (P<0,01).
Cifras seguidas por distinta letra en sentido horizontal indican diferencias significativas.

(Duncan, P<0.05).

En la segunda temporada la Festuca Quantum y el Bromus BR2 superaron estadisticamente el rendimiento
acumulado de los otros tratamientos. Quantum destacd por sobre BR2 en los dos primeros pastoreos, en tanto que
en los pastoreos de noviembre y diciembre fueron similares y en los dos tiltimos pastoreos BR2 superd a Quantum.
Al comparar el rendimiento de las tres accesiones de Bromus sp, se ve claramente que en la segunda temporada
BR2 supero el rendimiento de Gala y de BR1 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Rendimiento de forraje (kg MS ha™) en la segunda temporada de 3 materiales de Bromus stamineus y

cultivares testigo de Festuca arundinacea Schreb. y Lolium perenne L. manejados bajo pastoreo.
INIA Carillanca (Temuco, Chile), sin riego, temporada 2002-2003

TRATAMIENTO Pastoreo 1 | Pastoreo 2 | Pastoreo 3 | Pastoreo 4 | Pastoreo 5 | Pastoreo 6 | Total temporada
(2-9-02) (15-10-02) | (14-11-02) | (16-12-02) | (21-01-03) | (4-03-03) | 2002-2003

F. arundinacea Quantum | 914 a 1462 a 1175 a 715 a 295b 138 be 4699 a

L. perenne Nui 395d 894 b 676 b 332¢ 260 b 97c¢ 2653 b

B. stamineus BR1 431 cd 600 b 873 b 581b 404 b 163 ab 3052 b

B. stamineus Gala 633 be 799 b 634b 572b 369 b 174 ab 3180 b

B. stamineus BR2 688 b 663 b 1191 a 825a 945 a 212 a 4525 a

** indica diferencias significativas (P<0,01).
Cifras seguidas por distinta letra en sentido horizontal indican diferencias significativas.
(Duncan, P<0.05).

En la tercera temporada BR2 tuvo un rendimiento significativamente superior a las otras gramineas (Cuadro 5). En
el primer pastoreo nuevamente destacd Quantum por su rapido crecimiento a inicios de temporada; sin embargo, a
partir del segundo pastoreo fue superado por BR2 y posteriormente ademas por las otras lineas o cultivares de
Bromus.

Cuadro 5. Rendimiento de forraje (kg MS ha™') en la tercera temporada de 3 materiales de Bromus stamineus y
cultivares testigo de Festuca arundinacea Schreb. y Lolium perenne L. manejados bajo pastoreo. INIA
Carillanca (Temuco, Chile), sin riego, temporada 2003-2004

Pastoreol Pastoreo2 | Pastoreo3 | Pastoreo4 | Pastoreo5 | Pastoreo6 |Total temporada

TRATAMIENTO (23.9.03) | (21.10.03) | (13.11.03) | (17.12.03) | (16.01.03) | (4.05.03) | 2003-2004

F. arundinacea Quantum 1005 a 842 b 418 cd 619 be 179 cd 393 cd 3456 b

L. perenne Nui 512¢ 627 b 256 d 496 ¢ 109 d 346 d 2346 ¢

B. stamineus BR1 745 be 707 b 691 b 764 abc 342 b 570 be 3819 b

B. stamineus Gala 821 ab 815 b 518 ¢ 851 ab 245 ¢ 824 a 4073 b

B. stamineus BR2 775 ab 11352 927 a 1038 a 581 a 702 ab 5158 a
Signif. * Hk *k * * P o

** indica diferencias significativas (P<0,01).

Cifras seguidas por distinta letra en sentido horizontal indican diferencias significativas.

(Duncan, P<0.05).




En la cuarta temporada bromo BR2 fue similar estadisticamente a BR1 y nuevamente super6 a los restantes
tratamientos (Cuadro 6). A diferencia de la segunda y tercera temporadas, en esta ultima temporada Quantum no
mostré mayor rendimiento en el primer pastoreo al terminar el invierno.

Cuadro 6. Rendimiento de forraje (kg MS ha™') en la cuarta temporada de 3 materiales de Bromus stamineus y
cultivares testigo de Festuca arundinacea Schreb. y Lolium perenne L. manejados bajo pastoreo. INIA
Carillanca (Temuco, Chile), sin riego, temporada 2004-2005

Pastoreol | Pastoreo 2 | Pastoreo 3 | Pastoreo 4 | Pastoreo 5 | Pastoreo 6 | Total temporada

TRATAMIENTO (20-09-04) | (19-10-04) | (16-11-04) | (20-12-04) | (24-01-05) | (24-05-05) 2004-2005

F. arundinacea Quantum | 637 bc 978 629 1320 b 210b 470 b 4244 be

L. perenne Nui 536 ¢ 889 532 910 b 125¢ 345 b 3337 ¢

B. staminesus BR1 506 ¢ 691 686 2401 a 345 a 398 b 5026 ab

B. stamineus Gala 897 a 829 563 1363 b 191b 615a 4459 b

B. stamineus BR 2 799 ab 925 772 2436 a 326a 473 b 5730 a
Signif. rx Ns Ns rx rx rx

ns indica diferencias no significativas (P>0.05),
** indica diferencias significativas (P<0.01)
Cifras seguidas por distinta letra en sentido horizontal indican diferencias significativas (Duncan, P<0.05).

El rendimiento acumulado de cuatro temporadas en condiciones de pastoreo rotativo bovino muestra que BR2 fue
superior a las otras gramineas; BR1, Gala y Quantum fueron similares, en tanto que el Lolium perenne cv. Nui
mostré un rendimiento inferior (Figura 1). Es importante destacar que en produccion de las cuatro temporadas, el
material mejorado de Bromus stamineus BR2 super6 en 22% el rendimiento de la variedad introducida Gala y en
54% el de Lolium perenne cv. Nui. Por otro lado, al revisar la evolucion del rendimiento a través de las temporadas,
se observa una tendencia decreciente para el Lolium perenne cv. Nui; Quantum y Gala no muestran una tendencia
clara y més bien tienden a mantener su rendimiento; en tanto que BR2 y BR1 muestran claramente que van
aumentando su rendimiento cada temporada, lo que refleja una muy buena persistencia de ambos materiales.
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EF. arun. Quantum 3411 4699 3456 4244 15810
OL.per. Nui 4131 2653 2346 3337 12466
OB. val. BR1 3334 3052 3819 5026 15232
EB. sta. Gala 3805 3180 4073 4459 15517
H B. val. BR2 3762 4525 5158 5730 19175

Figura 1. Rendimiento de forraje (kg MS ha™) en cuatro temporadas de 3 materiales de Bromus staineus y
cultivares testigo de Festuca arundinacea Schreb. y Lolium perenne L. manejados bajo pastoreo. INIA Carillanca
(Temuco, Chile), sin riego, temporadas 2001 a 2005.



Al analizar la estacionalidad del crecimiento en las cuatro temporadas (Cuadros 3 a 6), se ve que el Lolium
perenne Nui tuvo una mayor velocidad de establecimiento, mientras que, una vez establecida, Quantum tiende a
presentar mayor crecimiento a inicios de temporada.

Los Bromus stamineus BR1, BR2 y Gala se caracterizaron por mostrar mayor crecimiento, en comparacion a
Lolium perenne y Festuca a partir de diciembre. El buen crecimiento en el periodo seco estival, en términos
comparativos a otras gramineas forrajeras, de B. stamineus ha sido descrito por diversos autores (Stewart, 1992;
Stewart, 1993; Mosimann y Chalet, 1996; Stewart, 1996).

La calidad del forraje ha sido dificil de evaluar ya que las cuatro gramineas tienen fenologia distinta y entre las dos
especies de Bromus también existen claras diferencias, siendo Gala mas precoz en su desarrollo que BR1 y BR2.
Esto determina que al aplicar una misma fecha de pastoreo para todos los materiales, dicha fecha no sea la 6ptima
para todos ellos, lo que se ha traducido en que en algunos pastoreos un material esté en inicios de etapa
reproductiva mientras los otros estén en estado vegetativo, alterando obviamente los pardmetros de calidad
(Cuadro 7). En la primera temporada, en términos generales los materiales de Bromus stamineus mostraron mayor
contenido de proteina que el Lolium perenne Nui y la Festuca arundinacea Quantum y mayor contenido de fibra,
siendo el B. stamineus cv. Gala el material que mas destacé por su contenido de proteina. En el pastoreo de octubre
de la segunda temporada los materiales de bromo nuevamente destacaron por su mayor contenido de proteina,
especialmente BR1, en tanto que Quantum y Gala mostraron mayor contenido de fibra. En el pastoreo de
noviembre de la misma temporada destacd Gala por su mayor contenido de proteina y, finalmente, en el pastoreo
de enero de la tercera temporada nuevamente destacd Gala por su mayor contenido de proteina, los tres materiales
de bromo mostraron mayor contenido de FDA.

Cuadro 7. Calidad de forraje de 3 materiales de Bromus stamineus y cultivares testigo de Festuca arundinacea
Schreb. y Lolium perenne L. manejados bajo pastoreo. INIA Carillanca (Temuco, Chile)

TRATAMIENTO 21-11-01 10-4-02 15-10-02 14-11-02 21-01-03

MS | PT |FDA| MS | PT |FDA | MS | PT |FDA | MS | PT |FDA | MS | PT | FDA
F. arundinacea 254(13.0( 279 [17.8]17.0| 27.6 | 18.2|12.3| 328 | 16.5|17.0| 29.7 | 272|109 | 34.6
Quantum
L. perenne Nui 258 (11.0| 28.0 | 16.2|15.0| 25.8 {20.3|11.2| 250 |18.0|16.5|27.9 |32.5]11.5]| 323
B. stamineus BR1 278 135|349 [ 19.6|18.5| 332 |19.5|16.1 | 28.6 |20.0| 155|373 |27.0|11.8| 36.6
B. stamineus Gala 278 155|348 | 182]19.2| 33.3 {20.5|14.4| 33.1 |20.2|21.5| 324 |26.5]12.8]| 36.5
B. stamineus BR2 279112.1]352 (194 |17.8| 33.5 |20.0 (148|283 |19.4|16.5]| 348 |26.5]|10.5]| 36.3

MS=%materia seca; PT=%proteina total; FDA=%fibra detergente acida.

Los resultados de cuatro temporadas de evaluacion bajo pastoreo, mostraron que el material experimental
seleccionado, el B. stamineus BR2 tuvo un buen rendimiento, acompafiado de una calidad apropiada. Actualmente
se conducen otros ensayos en diversas condiciones y localidades a objeto de evaluar la adaptacion de los B.
stamineus BR1 y BR2 en distintos ambientes.
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EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE LOS METODOS DE REGENERACION PARA
POBLACIONES DE MAiZ EN BANCOS DE GERMOPLASMA

Pantuso, F. 1’2; Ferrer, M. 3
1. RESUMEN

La regeneracion de germoplasma consiste en incrementar una entrada cuando presenta baja cantidad de semilla y/o
poder germinativo manteniendo su integridad genética. Durante el proceso se puede producir erosion genética
como resultado de la seleccion natural y/o como producto de la accion de insectos, patdgenos o factores climaticos
adversos. En las especies aldgamas la fecundacion de los individuos es cruzada razon por la cual se debe evitar la
contaminacion con polen extrafio a fin de mantener la integridad genética de la poblacion, para lo cual existen
diversos métodos de polinizacion. En este trabajo se evaluaron cuatro métodos utilizados en la regeneracion de una
poblacioén de maiz conservada en el Banco Activo de Germoplasma de INTA Pergamino. Se evalu¢ la eficiencia de
la regeneracion en funcion del nimero de espigas y la cantidad de granos por espigas cosechadas. Los resultados de
ambas determinaciones presentaron diferencias altamente significativas entre los métodos utilizados, favoreciendo
al Lote Aislado, que es economico por su bajo requerimiento de mano de obra e insumos, pero presenta la
desventaja de requerir grandes extensiones para obtener un adecuado aislamiento, lo que dificulta regenerar un
numero elevado de entradas de maiz. Los métodos de regeneracion con polinizacion controlada (Mezcla de Polen,
Planta a Planta, En Cadena) tienen la ventaja que se pueden trabajar numerosas entradas por hectarea. De la
comparacion entre dichos métodos el mas efectivo resultd ser el de Planta a Planta por haberse obtenido mayor
numero efectivo de espigas cosechadas y mayor cantidad de granos por espiga. Resultd, ademads, ser el mas
conveniente y practico para las actividades de regeneracion de poblaciones de maiz en los Bancos de
Germoplasma.

Palabras Claves: Maiz, Recursos Genéticos, Bancos de Germoplasma, Regeneracion
Key words: Maize, Genetic Resources, Gene Banks, Regeneration.

2. INTRODUCCION

Es esencial conservar los recursos genéticos para el mantenimiento y mejora de la produccién agricola. Esto es
porque la diversidad bioldgica es uno de los factores primarios que hacen a la produccidon sustentable, siendo
utilizada por los fitomejoradores para la incorporacion de nuevas caracteristicas dentro de las variedades existentes
(Troyer, 1990).

La calidad de un Banco de Germoplasma debe juzgarse en funcion de los materiales disponibles para los
cientificos, de poder contar con cantidad adecuada, de alta calidad, rapida disponibilidad y una completa
descripcion del material entregado, Goodman (1990).

La utilizacion del germoplasma de los Bancos Activos del INTA es variable segun la especie. Se considera que se
ha utilizado un 20% de la coleccion activa de soja, el 25% de la de trigo y el 5% de la colecciéon de maiz. Existe
intercambio de germoplasma con los centros internacionales, asi como con la mayoria de los Bancos de
Germoplasma del mundo, lo que permite obtener nuevos materiales necesarios para incrementar la variabilidad en
algunos cultivos, lograndose un intercambio equilibrado (Ferrer, 1998).

En los Bancos de Germoplasma, la regeneracion es la operacion de incrementar una entrada con el fin de obtener
una nueva muestra de semilla de calidad y en cantidad adecuada; este procedimiento se realiza cuando la cantidad
almacenada es insuficiente o su viabilidad ha declinado mas alla de un limite establecido, procurando por todos los
medios mantener su integridad genética (Brown et al., 1997). La pérdida del poder germinativo estd asociada a
procesos fisioldgicos y bioquimicos que se desarrollan en la semilla almacenada, dichos procesos se encuentran
directamente relacionados con la temperatura y la humedad. Para Clark et al. (1997) y Hawkes (1979) las
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condiciones Optimas para asegurar la longevidad maxima y reducir el nimero de regeneraciones necesarias de cada
entrada son de 4°C y una humedad del grano entre el 8 y 5%. Las causas por las que una entrada del Banco debe
ser regenerada son la pérdida del poder germinativo causado por prolongadas y/o inadecuadas condiciones de
almacenamiento o la disminucién en el tamafio de la muestra como consecuencia del uso por parte de los
fitomejoradores u otros investigadores.

Durante el proceso de regeneracion se pueden producir cambios genéticos (erosion genética) como resultado de la
seleccion natural y como producto de la accion de insectos, patdgenos o factores climaticos adversos. Esta situacion
se presenta debido a que en ocasiones los materiales son regenerados en ambientes diferentes a los de su area de
origen donde se reducen las oportunidades de adaptacion, originandose restricciones en el tamafio de la poblacion,
lo que puede acelerar la pérdida en la variabilidad genética a través de la seleccion aleatoria de genotipos (Roos,
1984).

Condiciones apropiadas de almacenamiento a largo plazo hacen innecesaria la regeneracion por decenios, mientras
que en los Bancos Activos, se estima que la duracion de una muestra es de 10 afios por lo que la regeneracion anual
deberia ser de alrededor del 10% de la coleccion. Sin embargo las necesidades de regeneracion pueden ser
superiores debido a limitaciones técnicas y/o financieras para llevarlas a cabo y en consecuencia los curadores de
los Bancos de Germoplasma posponen en algunos casos la regeneracion hasta que las muestras presentan un bajo
nivel de viabilidad, produciéndose seleccion por longevidad de la semilla. En ocasiones el tamafio de la muestra
usada es inadecuado debido al nimero reducido de semilla del que se dispone.

La regeneracion de los materiales esta orientada a la conservacion de la diversidad alélica y genotipica y de los
complejos adaptados de cada entrada original. En las sucesivas regeneraciones se debe conservar la integridad
genética de cada entrada, tratando de minimizar la probabilidad de cambios. Para ello la eleccion del método de
regeneracion esta supeditada a la naturaleza del sistema de fecundacion (Lopez Ubiria et al., 1999). El maiz es una
especies aldgama donde la fecundacion es cruzada, razon por la cual se debe evitar la contaminacion con polen
extrafio a fin de mantener la integridad genética de la poblacion.

En grandes poblaciones de apareamiento libre, se conoce como “tamaio efectivo (Ng)” al nimero de progenitores
cuya descendencia constituird la siguiente generacion. Para un ntimero dado de plantas (N), no todas contribuyen
del mismo modo para la proxima generacion disminuyendo, entonces, el numero efectivo de la poblacion
(Falconer, 1990).

El objetivo del presente trabajo es determinar cual es el método de regeneracion mas eficiente medido en funcion
del nimero de espigas cosechadas, la cantidad de granos por espiga y el efecto del ambiente, durante la
regeneracion de poblaciones de maiz almacenadas en los Bancos de Germoplasma.

3. MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 una poblacion perteneciente al Banco Activo de Germoplasma del INTA Pergamino identificada como
ARMZ07077; esta entrada posee clevada variabilidad genética, considerandose estabilizada por haber sido
multiplicada en sucesivas generaciones de libre recombinacion, en su lugar de origen, por parte de agricultores.
Posee ademas dos tipos de endosperma (flint y harinoso), los que fueron utilizados como marcador genético. Se
confirmo que la poblacion se encontraba en equilibrio al ser regenerada en dos campafas agricolas por el método
de lote aislado, realizandose el recuento del marcador genético, no observandose diferencias estadisticamente
significativas entre la poblacion original y las progenies obtenidas (Pantuso y Ferrer, 1998).

Se utilizaron cuatro métodos de regeneracion:

3.1. Lote Aislado, (LA).

Consiste en permitir que los individuos se crucen libremente entre si, evitando la contaminacion con polen extrafio;
para este trabajo se utilizo el Aislamiento Espacial, que se logra sembrando materiales de igual fecha de floracion a
una distancia mayor a doscientos metros (Tyler, 1982); la probabilidad de cruzamiento es minima debido a que el
polen del maiz es pesado y la polinizacion entomofila es escasa. Este método es econdmico, s6lo requiere mantener



la poblacion libre de malezas y de insectos, pero su utilizacion es poco practica por la cantidad de superficie que se
necesita para regenerar varios materiales (mds de una hectarea por poblacion y por fecha de siembra). Su
utilizacion se limita a ciertos materiales seleccionados por algtn fin especifico.

Los otros tres métodos utilizados con control de la polinizacidn, son también llamados “bajo sobre”, porque en
todos los casos se procedio a tapar las espigas antes de la aparicion de los estigmas, con el propdsito de impedir la
fecundacion de éstos con polen extrafio. Se utilizd para ello sobres de papel manteca, que permiten ver la
emergencia de los estigmas y su desarrollo. Cuando éstos tienen entre 3 y 5cm de largo se procede a realizar el
cruzamiento teniendo en cuenta el método a emplear en cada caso. Una vez fecundada la espiga se tapo
nuevamente con el sobre de papel manteca y luego con un sobre de papel craft siliconado con el que se obtuvo el
polen.

Estos sistemas de regeneracion son los mas usados en los Bancos Activos de Germoplasma, ya que permite la
regeneracion de hasta 150 poblaciones en una hectarea para una misma fecha de siembra. La superficie que
requiere cada poblacion con 300350 plantas es de 63m” (15 surcos de 5m, 0,25 a 0,30m entre plantas y 0,7m entre
surcos, incluyendo 1m de pasillo)

Los métodos de polinizacion “bajo sobre” utilizados fueron:

3.2. Polinizacion En Cadena (EnC).

Consiste en fecundar con el polen de una planta a otra y con el polen de esta ultima a una tercera y asi
sucesivamente. Cada individuo participa una vez como macho y otra como hembra. Esto genera una cadena de
familias de medios hermanos, donde la espiga i e i+1 son medio hermanos, asi como la i+1 e i+2 y asi
sucesivamente (Crossa y Venkovsky, 1999).

3.3. Polinizacion Planta a Planta (PaP).

Con este método cada individuo es utilizado una sola vez, como macho o como hembra, por lo tanto el nimero
efectivo de cruzamientos posibles en el mejor de los casos es igual a N/2, siendo N el numero total de plantas. En
este caso no se crean familias relacionadas, ya que si una planta se utiliza como polinizadora no se utiliza su espiga.
Al igual que en la polinizacion en cadena no interviene la seleccion natural ya que cada planta utilizada como
polinizadora aporta su polen a una sola espiga, independientemente de la cantidad de polen que produzca, de esta
manera se iguala la probabilidad de aportar gametas masculinas. De acuerdo con Hallawer y Miranda Filho (1988)
para este tipo de regeneracion el tamafio efectivo Ne=2N, siendo N el nimero de espigas cosechadas.




3.4. Mezcla de Polen (MeP).
El método mezcla de polen o bulk de polen consiste en recolectar diariamente durante el periodo de floracion, el
polen de la mayor cantidad de plantas en una bolsa y se realizan todas las operaciones posibles. Aqui actia la
seleccion natural, ya que las plantas que producen mayor cantidad de polen, aumentan su probabilidad de fecundar
mayor cantidad de 6vulos.En este caso no existe control eficiente sobre el nimero de padres que uno puede esperar
incluir, y tiene como limitacion principal que el polen efectivo puede provenir de unas pocas plantas.

Por lo general se trata de no tomar polen de las plantas que tengan estigmas receptivos, hasta después de haber
realizado el cruzamiento, para evitar la posibilidad de autofecundacion.

En este tipo de regeneracion la colecta de polen insume gran parte del tiempo, ya que se debe recorrer todo el lote
para obtener el polen que se encuentra disponible. Una vez recolectado las operaciones se realizan con rapidez
debido a que se cuenta con polen necesario para realizar los cruzamientos. El tamafio efectivo es Ne=1,33N,
cuando hay control gamético femenino, siendo N el niumero de espigas cosechadas y Ne=N cuando no hay control
gamétlico (Hallawer y Miranda Filho, 1988).
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Para el analisis de la eficiencia de los métodos de regeneracion en estudio revisten importancia:

a) La cantidad de espigas cosechadas por su relacion directa con la posibilidad de pérdida de alelos
y el nimero efectivo de la poblacion.

b) El nimero de granos por espiga obtenido, ya que éste esta relacionado con la cantidad minima
de granos a almacenar.

9] El efecto del ambiente, teniendo en cuenta en este punto el efecto de las condiciones agro-

ecologicas de cada una de las zonas donde se realizaron las regeneraciones y la eficiencia del
operador, comparandose las operaciones realizadas por el personal del Banco Activo Pergamino
(BAP) y las realizadas por alumnos de la Universidad de Lujan.

Se realizo el analisis de variancia para los factores involucrados con un disefio completamente aleatorizado, con
cuatro tratamientos (métodos de regeneracion) y 3 repeticiones. El tamafio de parcela utilizada estaba compuesto de
parcelas de Sm de largo por 12 surcos y 0,7m de distancia entre surco, sembrandose 300 plantas por parcela.

Los ensayos se realizaron en la Universidad Nacional de Lujan y en la Estacion Experimental INTA Pergamino,
sembrandose en ambos casos en la primera semana del mes de octubre del 2000.

Se corroboraron los supuestos del disefio a través de los test de Bartlett (varianza de los errores son homogéneas),
el test de Tukey (para aditividad) y el test de Cochran (distribucion normal).

Para el andlisis de las medias de los tratamientos obtenidos, se utilizo el test de Tukey con un o=0.05. Los
tratamientos con distinta letra difieren significativamente.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos para el caracter nimero de espigas cosechadas muestran diferencias altamente
significativas entre los distintos métodos de regeneracion utilizados. De la tabla de comparacién de medias (Tabla
1) se observan diferencias entre LA y los métodos de regeneracion bajo sobre.



Tabla 1. Comparacion de medias, test de Tukey para espigas cosechadas de cada método de regeneracion.

Tratamientos N° Espigas
Lote Aislado 156.3 A
Planta a Planta 65.75 B
Mezcla de Polen 56.50 B
En Cadena 51.00 B
Los tratamientos con distinta letra difieren de manera estadisticamente significativa.
Valor critico de comparacion 26.89 | Nivel de significacién 0.05
Error estandar 10.59

Los resultados son coherentes con las observaciones realizadas a campo (Figura 1), debido, a que en el LA se
pueden utilizar todas las espigas polinizadas mientras que en los métodos bajo sobre s6lo se aprovechan las espigas
polinizadas manualmente. Existen factores que limitan el nimero de espigas obtenidas, entre los cuales se destacan
la disponibilidad de personal y las condiciones del material y del ambiente en el momento de realizar la
polinizacion.
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Figura 1. Numero de espigas cosechadas en funcion del método de regeneracion utilizado
Cuando se analiza el caracter granos por espigas cosechadas se advierte en la tabla de comparacion de medias
(Tabla 2) diferencias significativas entre el LA y los métodos bajo sobre, pero no entre estos ultimos. No obstante

el método PaP se ubica por encima de MeP y EnC.

Tabla 2. Comparacion de medias, test de Tukey para granos por espigas cosechadas para cada método de

regeneracion.
Tratamientos N° Granos
por Espigas
Lote Aislado 298.0 A
Planta a Planta 254.7 B
Mezcla de Polen 224.7 B
En Cadena 223.0 B

Los tratamientos con distinta letra difieren de manera estadisticamente significativa.

Valor critico de comparacién 59.51 | Nivel de significacién 0.05

Error estandar 23.43




Estos resultados se explican porque la fecundacion en el LA se realiza con todo el polen disponible a lo largo del
periodo de floracion, mientras que en los métodos de polinizacién manual la espiga entra en contacto con el polen
una sola vez, pudiendo no coincidir con la apariciéon de todos los estigmas. También puede deberse a que la
cantidad y/o calidad del polen no es la adecuada o incluso porque las condiciones ambientales no sean las ideales
(elevada temperatura y baja humedad del aire), lo que afecta la receptividad de los estigmas (Figura 2). Esta
situacion suele presentarse principalmente en el método EnC donde se estd obligado a utilizar el polen de la planta
a la que se le esta polinizando su espiga. Los métodos PaP y MeP presentan mayor niimero de granos por espiga
porque se pueden elegir las plantas que proveeran el polen para realizar la operacion.
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Figura 2. Numero de granos por espiga cosechada en funcién del método de regeneracion utilizado

De la evaluacion del efecto del ambiente (Pergamino/Lujan) en funcion del nimero de espigas cosechadas por
método de regeneracion utilizado, se observa que existen diferencias significativas entre las localidades (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de medias, test de Tukey para espigas cosechadas por cada localidad como promedio de los
tres métodos de regeneracion.

Localidades N° Espigas
Pergamino 79.33 A
Lujan 50.55 B

Los tratamientos con distinta letra difieren de manera estadisticamente significativa.

Las diferencias significativas entre las localidades, se pueden atribuir a diferencias debidas al ambiente agro-
ecoldgico y a la eficiencia del operador al realizar las operaciones bajo sobre. Las mismas se pueden apreciar en la
Figura 3.
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Figura 3. Numero de espigas cosechada como promedio por localidad



Finalmente se evaluo6 el numero de granos por espiga, parametro que nos da una idea de como se desarrollaron las
operaciones, importante en el momento de evaluar la eficiencia de cada método; los datos se muestran en la Tabla
4 donde se observa que existen diferencias significativas entre las localidades analizadas.

Tabla 4. Comparacion de medias, test de Tukey para granos por espigas cosechadas por cada localidad como
promedio de los tres métodos de regeneracion.

Localidades N° granos

por Espigas
Pergamino 284 A
Lujan 218 B

Los tratamientos con distinta letra difieren de manera estadisticamente significativa.

Al observar la tabla de medias (Tabla 4 y Figura 4) se advierte que la eficiencia de los cruzamientos realizados en
Pergamino se ubican por encima de los realizados en Lujan, existiendo entre éstas diferencias significativas.
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Figura 4. Numero de granos por espiga cosechada como promedio por localidad
5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en numero de espigas cosechadas y nimero de granos por espiga, favorecen al método de
LA, que es econdmico por no necesitar mano de obra, ni sobres para la polinizacion, aunque posee como desventaja
el requerimiento de grandes extensiones, que dificulta la regeneracion de un numero elevado de entradas y en
consecuencia es poco utilizado en la regeneracion de entradas de maiz. La regeneracion con polinizacion
controlada tiene la ventaja de la cantidad de materiales que se pueden trabajar por hectirea y no presenta
limitaciones en cuanto a la fecha de siembra, que suele realizarse de manera escalonada, para que las poblaciones
florezcan en momentos diferentes, lo que hace mas efectivo el trabajo del personal.

Al comparar los métodos de regeneracion bajo sobre en funcion de su operatividad se observa que el método de
MdeP fue con el que se obtuvieron adecuada cantidad de espigas cosechas y relativamente elevada cantidad de
granos por espiga, lo que se atribuye a que el polen que se utiliza es generalmente abundante, situacion que se vio
reflejada en el nimero de granos por espiga.

El método EnC presenta menor nimero de espigas cosechadas y la menor cantidad de granos por espigas
generando ademas familias de medios hermanos. Se ha observado que cuando la floracion esta finalizando, existen
dificultades para continuar la cadena por falta de polen, lo que no ocurre al inicio. Esta situacion se explica porque
los estigmas se mantienen receptivos durante varios dias mientras estin tapados en tanto que condiciones
ambientales adversas pueden generar falta de polen (lluvias, exceso de calor, sequia).



El método PaP fue el que produjo mayor niimero de espigas cosechadas y mayor niimero de granos por espiga
dentro de los métodos bajo sobre. En este caso el tamafio efectivo Ne=2N. De los métodos de polinizacion
controlada resultd ser el mas conveniente y practico para las actividades de regeneracion en los Bancos de
Germoplasma para poblaciones de maiz.

Finalmente en la EEA INTA Pergamino se obtuvo el mayor nlimero de espigas por método de regeneracion y el
mayor nimero de granos por espiga.
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Solanum commersonii: UNA ESPECIE CON GRAN POTENCIAL PARA EL MEJORAMIENTO
GENETICO DE PAPA POR RESISTENCIA A Ralstonia solanacearum

Galvan, G.' Franco Fraguas, L.%; Quirici, L."; Santos, C."; Silvera, E.'; Siri, M.1.%; Villanueva, P.?; Raudiviniche,
L.'; Gonzélez, M.%; Torres, D.*; Castillo, A.*; Dalla Rizza, M.*; Vilar6, F.%; Gepp, .V'.; Ferreira F.%;
Pianzzola, M.J.?

1. RESUMEN

Ralstonia solanacearum es un problema creciente para la produccion de papa. Uruguay es parte del centro de
diversidad primario de Solanum commersonii, una especie nativa que constituye una fuente de resistencia a R.
solanacearum. En esta investigacion se plante6 su utilizacion como fuente de resistencia explotando la diversidad
disponible. Los trabajos comprendieron la colecta en todo el pais, analisis de su diversidad genética, evaluacion de
propiedades quimicas y bioquimicas, evaluacion de la resistencia a R. solanacearum y la bisqueda de genes
analogos de resistencia (RGAs). La especie S. commersonii se encontr6 distribuida en todo el territorio, en
ambientes fitogeograficos especificos. La caracterizacion mediante marcadores RAPDs, realizada para entradas del
sur del pais, reveld una gran diversidad aun entre clones de un mismo punto de colecta. También se encontrd gran
variacion en la composicion y cantidad de glicoalcaloides, en la actividad hemo-aglutinante y en el efecto
inhibitorio de extractos foliares in vitro sobre el crecimiento de R. solanacearum. Mediante PCR anidado con
cebadores disefiados especificamente, se encontraron aplicones similares a los reportados para RGAs, lo que
sugiere la presencia de genes R en S. commersonii. En la evaluacion de la resistencia en invernadero mediante
inoculacion en la axila, se observd predominantemente marchitez tardia con respecto al testigo S. tuberosum y
plantas que se mantuvieron asintomaticas. La inoculacion al suelo en condiciones controladas (27°C) con plantulas
obtenidas por micropropagacion, permitio identificar clones con resistencia completa (asintomatica). Clones
resistentes con bajo contenido de glicoalcaloides fueron cruzados con S. phureja. Se obtuvieron poblaciones
hibridas interespecificas mediante rescate de embriones, lo que permitira realizar estudios genéticos.

Palabras claves: papa, marchitez bacteriana, RAPDs, RGAs, glicoalcaloides, lectinas, hemo-aglutinacion.
2. INTRODUCCION

En Uruguay se ha observado una incidencia importante de la marchitez bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., en el cultivo de la papa en algunos afios (MGAP-DIEA, 2003). Este
incremento se atribuye a la inexistencia de tratamientos curativos efectivos y a la ocurrencia de condiciones
ambientales muy propicias para su desarrollo. R. solanacearum también es causa de crecientes pérdidas en el
cultivo en todo el mundo, evolucionando desde enfermedad tipicamente tropical, hacia una enfermedad prominente
también en climas templados (Janse et al., 2004).

La marchitez bacteriana se ve agravada por la ausencia de cultivares de papa con resistencia estable. Cultivares
como Achatt (de origen aleman) y Molinera (CIP, Pert1) que poseen resistencia de campo, estan entre los escasos
ejemplos. En tanto, hibridos de S. tuberosum L. con fuentes de resistencia como S. chacoense Bitt., S. sparsipilum
(Bitt.) Juz. & Buk. y S. multidissectum Hawkes, mostraron moderada resistencia y altos niveles de glicoalcaloides
(French et al., 1998). Accessiones de S. phureja se comportan como resistentes a las razas 1 y 3, pero la respuesta
es dependiente de la temperatura y solo resultd efectiva en climas frios (French y De Lindo, 1982).

1 Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica, Montevideo. Email: horticrs@fagro.edu.uy.
2 Facultad de Quimica, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.
3 Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA). Estacion Experimental Las Brujas, Canelones, Uruguay.



Uruguay se ubica en el centro de diversidad primario de Solanum commersonii Dun. ex Poir. (Correll, 1962). Esta
especie tuberosa diploide (2x=2n, 1EBN) ha sido destacada desde décadas atras por su potencialidad para el
mejoramiento de papa por su resistencia al frio y a sequias (Chen et al., 1999). Entre los factores bidticos, ademas
de resistencias a virus y hongos, se destaca precisamente su alta resistencia a R. solanacearum (Laferriere et al.,
1999; Kim-Lee et al., 2004).

A pesar de las numerosas caracteristicas de interés potencial en S. commersonii, su introduccion en la base genética
del cultivo ha sido limitada por la incompatibilidad para la hibridacion interespecifica con especies diploides 2EBN
o haploides de S. tuberosum. Jansky (2006) resefia diversas estrategias que se han propuesto para superar esta
barrera, como la explotacién de la capacidad de clones de S. commersonii para producir gametos 2n (Masuelli,
1990), la duplicacion cromosdmica, el rescate de embriones in vitro y la hibridacion somatica.

Independientemente de la metodologia utilizada, la mayoria de los reportes de inclusion de S. commersonii en
programas de mejoramiento se basan en uno o pocos clones (Laferriere et al., 1999; Carputo et al., 2003; Kim-Lee
et al., 2004). Debido a que Uruguay cuenta con numerosas poblaciones de esta especie, la estrategia de utilizacion
planteada involucra la seleccion en una base genética amplia de clones con alto nivel de resistencia a R.
Solanacearum, alta fertilidad y a la vez bajos niveles de glicoalcaloides. La seleccion poblacional, con
entrecruzamiento de genotipos superiores, permitiria la acumulacion de genes de efecto cuantitativo y la seleccion
simultanea sobre distintos caracteres, con mayor potencial que en el retrocruzamiento simple (CIP, 1985; Bradshaw
et al., 2006). La caracterizacion de entradas clonales mediante marcadores moleculares, se introduce como
herramienta para el andlisis de la diversidad y para el estudio de la base genética de la resistencia asi como de otras
caracteristicas de interés.

Los glicoalcaloides son compuestos de las Solanaceas relacionados con la defensa, que en concentraciones altas
son toxicos para la alimentacién humana (Friedman y McDonald, 1997). En Uruguay, Vazquez et al. (1997)
estudiaron los glicoalcaloides en S. commersonii y encontraron gran variabilidad entre entradas tanto en la cantidad
como en la composicion, lo que permitiria seleccionar clones con bajo contenido total. Esto fue confirmado por
Pianzzola et al. (2005) para entradas del sur del pais.

Dentro de los componentes defensivos preformados de naturaleza proteica, se encuentran las lectinas, involucradas
en la interaccion entre el vegetal y su entorno con diversas funciones fisioldgicas descriptas (Riidiger y Rougg,
1998). Una propiedad remarcable en las lectinas es su capacidad aglutinante, debido a la presencia de multiples
sitios de union a carbohidratos en la molécula. Pla et al. (2003) reportaron altos niveles de actividad en tubérculos,
hojas y frutos de S. commersonii en Uruguay. Pianzzola et al. (2005) encontraron gran variacion en niveles de
actividad hemo-aglutinante de diferentes entradas colectadas en el pais.

Genes de resistencia (genes R) a patdgenos como virus, bacterias y hongos, han sido identificados en los ultimos
afos en diferentes especies vegetales. L.a mayoria de las proteinas codificadas por estos genes (proteinas R) tienen
motivos estructurales comunes como TIR, NBS y WRKY (McDowell y Woffendel, 2003). El dominio TIR es
conocido también por su similaridad con la proteina Toll de Drosophila y el receptor de la Interleukina-1 de
mamiferos. Los dominios NBS contienen varios motivos kinasa y también motivos hidrofobicos. Las proteinas
WRKY son factores de transcripcion exclusivos del reino vegetal que contienen 60 aminoacidos altamente
conservados interrumpidos por un intréon, contando con la secuencia aminoacidica WRKYGKQ practicamente
invariable en esta familia de proteinas (Deslandes et al., 2002). La construccion de cebadores para PCR basados en
secuencias consenso de dominios conservados de proteinas codificadas por genes R permitiria generar marcadores
de resistencia en S. commersonii.

En este articulo se describen los resultados obtenidos hasta el presente en el estudio de S. commersonii desarrollado
por la Facultad de Agronomia y la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica y el Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias (INIA). Los trabajos comprendieron la colecta de poblaciones silvestres de S.
commersonii en todo el pais, el estudio de su diversidad genética, de sus caracteristicas quimicas y bioquimicas, la
evaluacion de la resistencia a R. solanacearum y el estudio de genes analogos de resistencia (RGAs). Finalmente,
se describen los primeros trabajos orientados hacia la introduccion de S. commersonii en el mejoramiento genético
de papa en Uruguay.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Colecta

Las entradas de S. commersonii fueron colectadas en el periodo 1999-2003. En una primera etapa, la colecta se
realiz6 en la region Sur y Este (Departamentos de San José, Canelones, Maldonado y Rocha). Posteriormente, se
realizo otra etapa que cubrid todo el territorio de Uruguay: Litoral Oeste (Soriano, Rio Negro, Paysandu, Salto y
Artigas), Noeste (Tacuarembd), Sur (Colonia, San José, Montevideo, Canelones) y Este (Maldonado, Rocha,
Lavalleja. y Treinta y Tres). La colecta pretendio6 incluir el area de distribucion de la especie en Uruguay en su
totalidad.

Las colectas se realizaron a finales de la primavera y del otofio, cuando S. commersonii se encuentra en floracion o
fructificacion. De cada sitio de colecta se conservaron entre seis y diez clones (tubérculos y/o plantas en maceta) y
en algunos casos semillas. El mantenimiento del material vegetal se realiz6 en el Departamento de Produccion
Vegetal de la Facultad de Agronomia, bajo invernadero. Posteriormente, la coleccion se introdujo parcialmente in
vitro en la Estacion Experimental INIA Las Brujas. En el caso de aquellos clones con caracteristicas de interés, los
mismos se mantienen en medio de conservacion (sales de MS + 40g/1 de sorbitol) a 10°C.

3.2. Estudios de diversidad de S. commersonii mediante marcadores RAPD

La extraccion del ADN se realizé segiin el método CTAB, siguiendo el procedimiento descripto por Pianzzola et
al. (2005). Para la obtencion de perfiles RAPD, las reacciones se realizaron a partir de 10ng de ADN gendmico en
un volumen final de 25ul. Se utilizo el kit comercial puRe Taq ™Ready-To-Go ™PCR Beads (Amersham
Pharmacia Biotech, USA) que contiene todos los reactivos necesarios, a excepcion del primer y del templado. Se
seleccionaron tres primers que produjeron perfiles con un adecuado nimero de bandas en el rango de 200-2000 pb:
Primer 6: 5' GGT GGG GAC T 3'; Primer 10: 5' CAG CCG CCC C 3' (Laroche et al., 1995); Primer F: 5' CCC
GTC AGC A 3' (Amersham Pharmacia Biotech). Se trabajo con una concentracién final de primer de 25 picomoles
por reaccion. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer 2400, con un primer paso de
desnaturalizacion durante 8 minutos a 96°C, seguido de 35 ciclos consecutivos de desnaturalizacion (1 min. a
96°C), alineamiento (2 min. a 34°C) y extension (2:30 min. a 72°C) y un paso de extension final durante 10 minutos
a 72°C.

Los productos de amplificacion (20 pl) se separaron por electroforesis en geles de agarosa MetaPhor® ultrapura al
1,5% con bromuro de etidio (0,5ug/ p 1) en buffer TBE 1X. Los geles fueron fotografiados bajo luz UV con una
camara digital Kodak DC120 (Kodak Digital Science) y convertidos a un archivo de imagen usando el Sistema de
Analisis y Documentacion de Electroforesis 120 de Kodak (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA).

3.3. Aislamiento de cepas de Ralstonia solanacearum

Se realizd a partir de tubérculos de S. tuberosum, colectados en establecimientos comerciales de las diferentes
zonas paperas. Se utilizd medio semiselectivo modificado SMSA a partir del material exudado de los haces
vasculares de los tubérculos. Las colonias tipicas se reaislaron en medio NAD (dextrosa al 1%) y sobre ellas se
realizo la observacion microscopica y las pruebas bioquimicas (Hayward, 1964). La identidad de la cepa utilizada
en este estudio se confirmo por secuenciado del gene del ARN ribosomal 16S. La secuencia se encuentra
depositada en el banco de Datos GenBank, bajo el N®° AY712685.

3.4. Extractos para determinacion de glicoalcaloides

Se prepararon extractos crudos de glicoalcaloides a partir de muestras de hojas liofilizadas segun el procedimiento
descrito por Ferreira et al. (1993). Las muestras de hojas secas (30mg) se extrajeron en mortero con 2 fracciones de
Iml de 4cido acético (2%, v/v) cada una. La mezcla de ambos sobrenadantes constituye el extracto crudo de
glicoalcaloides. Estos extractos crudos fueron purificados por extraccion en fase solida, aplicandolos en cartuchos
Sep-Pak C;3 (ODS-4, 500mg, Whatman). El cartucho fue lavado con una mezcla de acetonitrilo-buffer KH,PO4
50mM (3:17,5ml) y los glicoalcaloides fueron eluidos con una mezcla de acetonitrilo-buffer KH,PO, 50mM
(3:7,4ml) (Hellenas, 1986). El contenido de glicoalcaloides en los extractos purificados fueron determinados
mediante TLC cuantitativa usando el método optimizado descrito por Siri et al. (2005).



3.5. Extractos organicos y acuosos

Los extractos fueron realizados a partir de hojas liofilizadas siguiendo el método sugerido por McCloud et al.
(1988) modificado, 40mg de material seco fueron pulverizados en mortero y macerados durante 24 horas a
temperatura ambiente, con una mezcla de cloroformo-metanol (1:1, v/v) en una columna de percolacion (1x5cm).
Luego de eluir la primera fraccion de solvente, el material se cubrio con metanol durante 15 minutos. Las
fracciones eluidas fueron combinadas y constituyen el llamado extracto organico (EO). El solvente se removi6 bajo
corriente de Nx(g) y el extracto seco se almaceno en desecador hasta ser empleado en los ensayos de actividad in
vitro. El marco de la extraccion organica fue re-extraido por maceracion durante 24 horas a temperatura ambiente
con agua destilada. La solucion acuosa resultante constituye el llamado extracto acuoso (EA,), que fue liofilizado y
almacenado en desecador hasta su uso.

Por otro lado, se prepararon extractos acuosos (EA,) a partir de hojas frescas de S. commersonii, colectadas en el
dia y conservadas a 4°C. Las hojas frescas fueron lavadas y procesadas en mortero con arena y se extrajeron las
proteinas solubles con 0.15M NaCl. La suspension se filtré por gasa y el filtrado se centrifugd durante 30 minutos a
8.000r.p.m. El sobrenadante obtenido se tratd con sulfato de amonio al 60% de saturacion y se incub6 24 horas a
4°C. Se centrifugd durante 20 minutos a 8000rpm y el precipitado se resuspendid en NaCl 0.15M. El sobrenadante
se gel-filtro utilizando columna PD-10 (Sephadex G-25) equilibrada con NaCl 0.15M. Se aplicaron a la columna
fracciones de 2.5ml y se eluyd con 3.5ml de NaCl 0.15M. Estas soluciones fueron identificadas como AE,,
esterilizadas por filtracion a través de 0.2 y almacenadas a 4°C hasta su uso.

3.6. Determinacion de proteinas solubles y actividad hemo-aglutinante (HAG)

Las proteinas solubles se determinaron en los extractos acuosos identificados como AE, usando el método del
acido Bicinconinico (BCA, Smith et al., 1985). El reactivo de trabajo BCA se prepar6 fresco antes de su uso. Se
usaron 100ul de una dilucion apropiada de extracto y se incubaron con 2ml de reactivo BCA durante 15 minutos a
60°C. Se ley¢ la absorbancia a 562nm. Se utiliz6 una curva de calibracion preparada con seroalbimina bovina
(0.02-0.2mg/ml) como estandar.

La actividad hemo-aglutinante (HAG) se determin6 segtin Pla et al. (2003) en los extractos acuosos identificados
como AE,, usando globulos rojos de conejo y se estimo por ensayos de dilucion seriada al medio. Los globulos
rojos se obtuvieron a partir de sangre fresca de conejo colectada en medio de Alsever. Los eritrocitos se lavaron 4
veces por centrifugacion suave durante 3 minutos a 1500g con solucion de buffer fosfato-salino (PBS) y diluidos en
el mismo buffer para dar una suspension al 4%. El Titulo, se definié como el reciproco de la tltima dilucion capaz
de dar HAG visible con los globulos rojos de congjo, luego de 30 minutos de incubacion. La hemo-aglutinacion
especifica (HAE) se defini6 como la relacion entre la menor concentracion de HAG (titulo/ml) y la concentracion
de proteinas (mg/ml).

3.7. Ensayo de actividad in vitro frente a R. solanacearum

Se evalud la actividad antimicrobiana de extractos de S. commersonii frente a R. solanacearum segtn Siri et al.
(2005). El ensayo esta basado en el método de difusion en agar en el cual la actividad antimicrobiana es detectada
mediante aparicion de halos de inhibicion del crecimiento. En el protocolo optimizado se utilizaron placas de silica
gel de 4cm de lado como soporte de las muestras. Se sembraron cuatro muestras por placa consistentes en 50l de
los extractos acuosos preparados segun se ha indicado (AE,, AE,, OE), un control positivo de inhibicién (50ul de
gentamicina 100pg/ml) y un control negativo (50ul NaCl 0,15M). Para la preparacion del indculo se realizé una
suspension de R. solanacearum en solucion salina al 0,9% a partir de un cultivo de 48 horas en medio NAD. La
concentracion de la suspension se ajusto hasta lograr una turbidez equivalente al tubo 2 de la escala de McFarland.
Se agregaron 4ml de esta suspension sobre 100ml de medio NAD previamente termostatizado a 45°C (2,4x10’
células/ml). A continuacion se repartieron 10ml de medio de cultivo inoculado y termostatizado en cada placa de
forma de cubrir la placa de silica gel conteniendo las muestras. Una vez solidificado el medio, las placas se
incubaron a 28°C durante 48 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion se agregd a cada placa una solucion de 2,3,5-trifeniltetrazolio al 0.1% y se
incubaron a 28°C durante 30 minutos mas. Finalmente se retiraron las placas de la estufa y se registraron los
resultados indicando el diametro de los halos de inhibicion.



3.8. Evaluacion de la resistencia

La resistencia de S. commersonii a Ralstonia solanacearum fue evaluada mediante ensayos en invernadero,
siguiendo la técnica de inoculacion en tallo modificada de Winstead y Kelman (1952). Se evaluaron 26 entradas
clonales pertenecientes a la coleccion de germoplasma de S. commersoni, con tres a cinco repeticiones por cada
clon. Se incluyeron plantas de S. tuberosum como control.

El in6culo se prepar6 segun la metodologia de Thurston y Lozano (1968) modificada. Las colonias bacterianas
fueron cultivadas en medio TTC durante 48 horas a 28°C. La suspension se prepard en solucion salina al 0,9% a
una concentracion de 1x10* ufc/ml. Plantas con 8-10 hojas se inocularon en la axila de la tercera hoja desde el
apice, con una gota de 15 a 30ul, equivalente a 100ufc. Posteriormente se hirieron con una aguja hipodérmica
estéril. Luego de la inoculacion las macetas se cubrieron con bolsas de nylon por dos dias para favorecer las
condiciones de infeccion. Las plantas se mantuvieron en invernaculo y se evaluaron en las tres semanas, de acuerdo
a los indices de severidad de Nielson y Haynes (1960). Se establecieron diferentes categorias de resistencia segin
el comportamiento de cada entrada en comparacion con S. tuberosum (Tabla 1).

Tabla 1. Definicion de categorias de respuesta de S. commersonii en la evaluacion de la resistencia frente a R.
solanacearum mediante inoculacion en la axila.

Categorias de respuesta Definicion

S Susceptible Marchitamiento completo que aparece en forma
simultanea al testigo

MS Medianamente susceptible Marchitamiento completo que aparece
tardiamente respecto al testigo

MR Medianamente resistente Marchitamiento leve y que no aparece en todas
las plantas

R Resistente Sin sintomas, o marchitamiento en algunas
plantas leve y tardio respecto al testigo

Posteriormente, se ajustaron las condiciones para la evaluacion de la resistencia a R. solanacearum mediante
inoculacion del suelo, metodologia mas ampliamente utilizada ya que se aproxima mejor a las condiciones en que
se produce la infeccion natural (Montanelli et al., 1995). Se realizé con plantulas micropropagadas a partir de la
coleccion in vitro. La aclimatacion se realizé durante tres a cuatro semanas en invernadero, en bandejas de celdas
individuales de 40ml, en un sustrato comercial horticola estéril.

La inoculacién se realizd con una suspension bacteriana (1x10® ufc/ml) por plantula, preparada siguiendo la
metodologia descripta para la inoculaciéon en la axila de la hoja. Se hizo un hoyo en el sustrato junto a cada
plantula, en el que se vertid 1ml de suspension. Las plantulas permanecieron en condiciones controladas (27°C, 12
horas de luz 78umol'm™s™) y se evalud la presencia de sintomas en las tres semanas posteriores a la inoculacion,
en base a la escala utilizada por Montanelli et al. (1995).

3.9. Estudio de genes analogos de resistencia

La extraccion de ADN se realizd segun reportado por Dalla Rizza et al. (2004), empleando ademds genotipos de
arroz y trigo como controles. El disefio de los cebadores se basoé en las secuencias consenso obtenidas del
alineamiento de los motivos estructurales conservados TIR, NBS y WRKY de los genes R. Para asignar bases en
las terceras posiciones de los codones se considerd la frecuencia de uso de codones disponibles en papa y en los
casos donde no habia consenso se emplearon inosinas. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
94°C 5min, 10 ciclos de 94°C x 60seg, 47°C x 30seg, 72°C x 60seg con una rampa de —0.5°C de temperatura de
hibridacion por ciclo (touch-down) seguidos de 35 ciclos de 94°C 30seg, 42°C 30seg y 72°C 30seg y finalmente
72°C x10min. Se empled un termociclador Perkin Elmer, GeneAmp system 2400. La amplificacion se llevé a cabo
en un volumen de reaccion de 25ul conteniendo 1 U de Taq polimerasa (Fermentas) buffer de PCR 1X, 0.1mM de
cada ANTP, 1.5mM MgCl,, 0.25uM de cada primer, y 50ng de ADN. Se realizaron diferentes combinaciones de
reaccion segin los cebadores disefiados y también amplificaciones internas a los productos de amplificacion
(Figura 1).
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Figura 1. Estudio de genes andlogos de resistencia (RGAs). (A) Representacion esquematica de la proteina RRS-1,
y los cuatro motivos estructurales analizados en este estudio con sus respectivos cebadores. (B) Representacion
esquematica de los motivos estudiados y detalle de reacciones nested-PCR.

Para la nested-PCR se emplearon 2pul del producto de la PCR 2 manteniéndose igual las condiciones de
amplificacion. Los productos amplificados fueron separados por electroforesis usando un equipo vertical (Hoeffer
Sturdier, SE400 Amersham Pharmacia S. Francisco Cal, USA). Se emplearon geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes 6% (w/v), buffer TBE 1X, glicerol 2% (w/v). El resultado de la electroforesis fue
revelado mediante tincion con nitrato de plata.

3.10. Cruzamientos

Clones de S. commersonii se incluyeron en los cruzamientos en INIA Estacion Experimental Las Brujas, con dos
objetivos: (a) Estudiar la base genética de la resistencia y para ello, se utilizaron clones de S. commersonii
resistentes a R. solanacearum en cruzamientos con clones susceptibles y (b) Introducir la resistencia detectada al
programa de mejoramiento de papa, utilizando clones de S. commersonii resistentes x S. phureja.

S. phureja Juz. y Buk. (2x=2n, 2EBN) se ha propuesto como especie puente para cruzamientos posteriores con S.
tuberosum. Los clones de S. phureja utilizados provienen de una poblacion seleccionada por varios ciclos en North
Caroline St. Univ. (US) por F. Haynes para adaptacion a dia largo. Se introdujo al programa de INIA en forma de
familias de progenies y se entrecruzaron los clones selectos.

Para el rescate de embriones, de las bayas provenientes de los cruzamientos S. commersonii x S. phureja se
separaron las semillas y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 30% (v/v) durante 20 minutos. Por Gltimo, se
enjuagaron cuatro veces en agua destilada estéril. Se sembraron entre 11 y 15 semillas por placa de Petri, evaluando
dos medios de cultivo:

(a) base de sales de Murashige y Skoog (1962) (MS) complementado con vitaminas de MS y 100mg/l de myo-
inositol, 2mg/I de glicina, 0.1mg/l de AIA (4cido indol acético), 0.001 mg/1 de kinetina, 0.001mg/1 de sulfato
de adenina y 2% m/v de sacarosa (Singsit et al., 1991).

(b) base de sales de MS complementado con 250mg/l de caseina hidrolizada, 1mg/l de tiamina, Img/l de acido
nicotinico, 1mg/l de piridoxina, 100mg/l de myo-inositol y 4% de sacarosa (m/v) (Iwanaga et al., 1991).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Colecta

La colecta comprendio mas de 50 sitios en diferentes regiones del pais. S. commersonii se encontré desde
topografias altas como las sierras de Lavalleja y Treinta y Tres, hasta en la costa del Rio de la Plata (a pocos metros
del mar) y del Océano Atlantico. No se encontrd en valles inundables junto a los grandes rios. Se distribuye en
rodales (patches), en microambientes de suelos fértiles y sueltos.

Solamente en doce sitios se encontrd abundante fructificacion, a partir de lo cual se extrajeron semillas que dieron
origen a lotes o entradas por sitio de colecta. Se conservan en el Banco de Germoplasma de INIA (La Estanzuela,
Colonia). Se infiere que en esas localidades y lotes se cuenta con alta calidad y produccion de polen. Por otro lado,
que existe auto-compatibilidad, o que se encuentran genotipos distintos, que son autoincompatibles pero se forman
numerosos frutos por la presencia de genotipos distintos.

Las entradas correspondieron tanto a la subespecie commersonii (prominente foliolo terminal, caliz con sépalos
ovales acuminados), como a la subespecie malmeanum (foliolo terminal y laterales similares, algunos peciolulados,
sépalos triangulares) (Hawkes, 1990). Esta tltima, se encontr6 principalmente en el norte de Uruguay, aunque se
han reportado ambas subespecies en el litoral del Rio Uruguay en Rio Grande do Sul (Brasil) (Castro et al., 2006).

Se colectaron ademads clones que constituyen formas especiales, como las numerosas referidas por Correll (1962).
El clon 01.02.TA corresponde a S. commersonii aunque con algunas caracteristicas de S. chacoense, por lo que
podria ser un hibrido natural. En tanto, el clon 05.02.6 se destacd por su vigor, por lo que podria tratarse de un
triploide natural.

4.2. Estudio de la diversidad mediante marcadores RAPDs

La utilizacion de perfiles genéticos mediante marcadores RAPDs permitio diferenciar todas las entradas clonales
del sur de Uruguay estudiadas, aun clones de un mismo sitio de colecta (Pianzzola et al., 2005). Esta diversidad no
se encontrd asociada a un patrén de distribucion geografica (Figura 2). Actualmente se esta trabajando en la
ampliacion de los estudios de la diversidad con otros tipos de marcadores moleculares, incluyendo entradas de
diferentes regiones del pais.
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Figura 2. Dendograma de similaridad genética (Jaccard) de 39 entradas de Solanum commersonii y una muestra de
Solanum tuberosum (I12). Basado en tres perfiles genéticos obtenidos con RAPDs (seglin Pianzzola et al., 2005).

4.3. Aislamiento de cepas de Ralstonia solanacearum

A partir de tubérculos de campos infestados se aislaron cepas locales de Ralstonia solanacearum las que se
identificaron por métodos clasicos y moleculares. Se dispone de unas diez cepas y se continda con la construccion
de una coleccion. Si bien se ha ensayado la caracterizacion de las cepas, por el método molecular de rep-PCR no se
las ha podido diferenciar hasta el momento. Todas las cepas correspondieron al Biovar 2 Raza 3.

4.4. Actividad HAG y contenido de glicoalcaloides

Se analizaron los extractos de hojas de diferentes entradas de S. commersonii para detectar la presencia de lectinas
(mediante andlisis de actividad HAG) en AE, y la presencia y cantidad de glicoalcaloides (mediante TLC
cuantitativa) (Tabla 2). Seis de los diez AE, analizados dieron positivo para HAG, la cual fue inhibida por N,N’-
diacetylchitobiose, un disacarido que es reconocido especificamente por la lectina de S. commersonii (Pla et al.,
2003). Esto indica que la actividad HAG es debida a la presencia de lectinas. Los niveles de actividad HAG
especifica variaron entre las entradas, incluso entre aquellas provenientes del mismo sitio de colecta.

Se encontré también una variacion significativa en el contenido total de glicoalcaloides de las entradas, entre 3,9 y
25, 5Smg/g de material seco (p<0.05, LSD). Respecto a la distribucion de los puntos de colecta, ni la actividad HAG
ni el contenido total de glicoalcaloides sigue una tendencia geografica. Estas variaciones pueden ser debidas a
variaciones fitoquimicas significativas, lo cual es consistente con la biodiversidad ya conocida y reportada para esta
especie.



Tabla 2. Contenido de glicoalcaloides totales, actividad hemo-aglutinante (HAG) y efecto inhibitorio producido
por extractos foliares de S. commersonii sobre el crecimiento in vitro de R. solanacearum (segun Siri et al., 2005).
Glicoalcaloides Actividad

Entradas  totales (mg/kg PS) HAG* AE, - AE, * OE”
AHE
1 25.5 - 06 08
2 13.4 246 - - 1,2
3 11.2 2612 - - 1,8
4 12.8 - 0,6 - 0,7
5 14.1 - - - 1,1
6 15.3 160 - 0,6 1,2
7 22.7 - 1,0 - 1,1
8 3.9 160 - 0,9 1,0
9 24.6 320 0,7 - 0,6
10 19.2 640 - - 0,9

* AHE: Actividad HAG especifica (definida en Métodos).

” AE; AE,: extractos acuosos. OE: extracto organico, preparado como se describe en Métodos. Los valores
son el didmetro (cm) de la zona de inhibicion.

" Resultados negativos, corresponden a extractos de entradas especificas sin inhibicion del crecimiento y
difieren de los resultados positivos con p<0.167 (Mossel randomization test).

4.5. Ensayo de actividad in vitro frente a R. solanacearum

Los extractos preparados fueron evaluados en funcion de su actividad antimicrobiana frente a R. solanacearum,
detectando actividad en dieciséis de las muestras ensayadas (Tabla 2). Los diez extractos organicos analizados
presentaron actividad. La heterogeneidad de resultados observada para las entradas estudiadas, reafirma una vez
mas la diversidad de esta especie. Aun asi, es interesante el gran nlimero de extractos que inhibieron el crecimiento
de este patdgeno. Seran necesarios mas estudios para determinar la naturaleza quimica de los compuestos
responsables.

4.6. Evaluacion de la resistencia

En una primera etapa se trabajo con plantas en invernadero mediante inoculacion en la axila de la cuarta hoja. Las
entradas tuvieron respuestas diversas. Predominantemente, se observd marchitez tardia con respecto al testigo S.
tuberosum (Figura 3). El testigo mostr6 sintomas desde los 5-8 dias después de la inoculacion y entradas de S.
commersonii caracterizadas como resistentes desde los 14-18 dias, diferencia significativa en el indice de
enfermedad (p<0.05, Mann-Whitney U test).
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Figura 3. Evolucion del nivel de marchitez promedio en dos experimentos independientes para cuatro clones de S.
commersonii, en comparacion con el cv. Kennebec utilizado como testigo. Inoculacion realizada en la axila de la
cuarta hoja desarrollada desde el apice, 15 a 30uLx10* cfu/mL. (L) Diferencia estadisticamente significativa,
Mann-Whitney U test (p<0.05).

La Tabla 3 resume la caracterizacion de la resistencia y el contenido de glicoalcaloides de algunos clones.



Tabla 3. Clones de Solanum commersonii caracterizados en su contenido de glicoalcaloides totales y en su
respuesta frente a Ralstonia solanacearum. Inoculacion mediante infiltracion en la axila de la cuarta hoja desde el
apice.

Clon Sitio de colecta Glicoalcaloides totales Respuesta a
(mg/kg PS) R. solanacearum *

Clones colectados a campo

01.02.TA Soriano 32.820 R
02.04.1 Rocha 25.441 R
04.02.3 Colonia 12.647 R
04.09.T Rio Negro - R
05.02.6 Canelones 11.948 R
06.01.2 Canelones - R
09.02.2 Paysandu - S
09.02.3 Paysandu 32.508 R
09.02.4 Paysandu - S
09.02.11 Paysandu - S
10.05.8 Salto 1.931 R
10.08.6 Artigas 30.407 R
10.18.4 Salto - MR
10.16.7 Artigas - S
10.17.6 Salto 11.476 MR
10.08.5 Artigas 26.883 MR
10.07.3 Artigas 19.976 MR
Clones obtenidos a partir de semillas

05.05.2.2 Canelones 42.770 R
05.05.2.4 Canelones - S
05.05.2.5 Canelones - S
05.05.2.6 Canelones 32.240 MR
05.05.2.8 Canelones 1.957 MR
05.05.2.10 Canelones - MS
05.05.2.16 Canelones - MS
05.05.2.18 Canelones - MS
05.05.2.19 Canelones 22.350 MR
05.05.2.22 Canelones 14.320 R

* Referencia: ver Tabla 1.

Otra respuesta fue la ocurrencia de repeticiones que se mantuvieron asintomaticas en clones que presentaron
marchitez tardiamente. Tras la multiplicacion vegetativa estos clones continuaron asintomaticos, aunque mediante
rep-PCR con primers especificos se confirmé la presencia de R. solanacearum, por lo que S. commersonii se
comportaria como portadora asintomatica (latencia). Se prevé estudiar la ocurrencia de latencia luego de
inoculacion al suelo y testear la transmision de la bacteria a los tubérculos. La evaluacion por inoculacion en la
axila de la hoja mostr6 ser un método efectivo, pero probablemente muy severo y de limitada utilidad, en la medida
que no refleja la forma en que se produce la infeccion natural en cultivos.

La evaluacion por inoculacion al suelo en condiciones controladas (27°C) con plantulas obtenidas por
micropropagacion, permitio identificar clones con resistencia completa (asintomatica). Esta respuesta, similar a la
reportada por Laferriere et al. (1999), confirma la potencialidad de S. commersonii como fuente de resistencia a R.
solanacearum. Aun cuando se observé variacion intraespecifica, en los clones caracterizados como sensibles la
marchitez ocurri6 tardiamente con respecto a S. tuberosum, lo que sugiere la presencia de diferentes mecanismos de
resistencia.



4.7. Estudio de genes analogos de resistencia

En todas las reacciones de amplificacion realizadas a partir de los cebadores disefiados, se obtuvieron amplicones
en genotipos de S. commersonii (Figura 4) y en los controles; en particular, se consideré importante en el ajuste de
las condiciones de reaccion mantener el nivel de MgCl, de hasta 1.5mM para evitar posibles reacciones
inespecificas. Con los cebadores que flanquean el intrén presente en los motivos WRKY, se obtuvieron bandas de
~250, ~800 y ~900bp presentes en todos los genotipos testados (monomorficos). Con el empleo de cebadores
dirigidos a los motivos TIR y WRKY se observaron tres bandas consistentemente en todos los genotipos, una de
mas de 2000bp y otras de ~200 y ~100bp. La banda de 2000bp resulta muy atractiva para estudios posteriores ya
que es la que mejor se ajusta por su peso molecular a lo reportado en genes de tales caracteristicas (Deslandes et
al., 2002). Si bien no hay diferencias observables entre el peso molecular de los amplicones obtenidos de los
diferentes genotipos es esperable que exista variabilidad a nivel de secuencia.

En las reacciones de re-amplificacion (nested-PCR) se obtuvieron dos bandas de 400 y 300bp presentes en todos
los genotipos. Esto tiende a coincidir con las distancias existentes entre los motivos Kinasa 1* y el hidrofobico
GLPLAL reportadas en varios genes R (Leister et al., 1996).

Los resultados obtenidos mediante PCR y nested-PCR con el enfoque de genes analogos de resistencia, estarian
confirmando la presencia de varios dominios conservados de genes R. Los perfiles electroforéticos identificaron
varios amplicones monomorficos presentes en todos los genotipos testados y de pesos moleculares similares a los
reportados en RGA, lo que sugiere que se han reconocido posibles genes candidatos. Estos primeros avances
obtenidos alientan estudios posteriores tendientes a encontrar marcadores asociados a resistencias en S.
commersonii.
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Figura 4. Perfiles de electroforesis obtenidos en genotipos de S. commersonii con una de las combinaciones de
cebadores disefiados en el estudio de genes analogos de resistencia (RGAs). Carril izquierdo: marcador de peso
molecular de 100 pb.

4.8. Cruzamientos

La Tabla 4 detalla los cruzamientos realizados y el nimero de hibridos interespecificos obtenidos mediante rescate
de embriones in vitro. No se observaron diferencias entre los medios de cultivo ensayados, obteniendo porcentajes
de germinacion del orden de 70% en ambos casos. Las semillas se sembraron enteras, sin que hubiese necesidad de
retirar la testa.



Los hibridos interespecificos fueron clonados y conservados en medio de lento crecimiento (sales de MS + 40g/1 de
sorbitol). Seran evaluados en su resistencia a R. solanacearum mediante inoculacion al suelo. La evaluacion
preliminar de glicoalcaloides reveld bajos niveles en S. phureja y en algunos hibridos interespecificos, por lo que se
esperan rapidos avances en esta caracteristica.

Los clones 01.02.TA y el 05.02.6, que fueron caracterizados morfolégicamente como formas atipicas de S.
commersonii, tuvieron muy buen rendimiento como padres en el cruzamiento con S. phureja. Este hecho confirma
las observaciones morfoldgicas, a las cuales se asociaria una mayor produccion de polen 2n y compatibilidad con
especies 2EBN. Se reafirma asi la importancia de la exploracion amplia de la especie realizada en Uruguay.

Tabla 4. Utilizaciéon de clones Solanum commersonii en cruzamientos realizados dentro del Programa de
mejoramiento genético de papa de INIA.

Madre Padre Progenie resultado del rescate de
embriones

Cruzamientos S. commersonii (R x S) 13
04.02.3 (R) 05.05.2.4 (S) 3
02.04.1 (R) 05.05.2.4 (S) 9
05.02.6 (R) 05.05.2.4 (S) 1
Cruzamientos S. commersonii (R) x S. phureja 72
04.02.3 (R) Bulk phu * 6
02.04.1 (R) Bulk phu * 2
01.02.TA (R) 94209 36
05.02.6 (R) 94209 28

* Comprende los clones 94.209 y 94.212-1.
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LOS RECURSOS GENETICOS DE Acca sellowiana (Berg.) Burret EN URUGUAY.
Rivas, M.! Vignale, B.% Camussi, G.'; Puppo, M.'; Pritsch, C.!
1. RESUMEN

Acca sellowiana (Berg.) Burret, conocido como guayabo a nivel local o pineapple guava a nivel internacional,
presenta su centro de diversidad en el sur de Brasil y norte de Uruguay. Es reconocido internacionalmente por su
valor como especie frutal y ornamental. El interés despertado por el cultivo de guayabo en otros paises se debe a su
adaptabilidad a un amplio rango de condiciones climaticas y elevadas cualidades organolépticas de sus frutos. A
nivel general se distinguen dos grupos de guayabos, el tipo Brasil de semillas grandes y cascara dura y seca; y el
tipo Uruguay, con semillas pequefias y cascara blanda y suculenta. Los cultivares obtenidos en otras regiones del
mundo provienen de una estrecha diversidad genética de germoplasma del “tipo Uruguay”. El conocimiento sobre
la distribucion, diversidad genética y valor agronémico de poblaciones silvestres y materiales seleccionados por
pobladores locales en Uruguay se encuentra en sus primeras etapas. El objetivo del proyecto “Primer estudio
sistematico de las poblaciones de Acca sellowiana (Berg.) Burret como recurso genético” es la caracterizacion de la
diversidad genética y el valor agronomico de poblaciones de Acca sellowiana de Uruguay. Se propone la
prospeccion de poblaciones silvestres y de materiales cultivados, la caracterizacion de las poblaciones, la
ampliacion de la base genética de las colecciones existentes, la evaluacion del potencial agrondémico de los
materiales y la realizacion de un estudio de mercado. Los resultados sefialan la existencia de poblaciones silvestres
y de materiales cultivados que albergan importante diversidad genética, tanto en caracteristicas morfo-fenologicas
como productivas. Estos recursos genéticos resultan sumamente valiosos para la ampliacion de la base genética del
programa de mejoramiento y para disefiar programas de conservacion in situ y ex situ. La prueba de degustacion y
encuesta de opinion estaria indicando una buena valoracion de la fruta desde el punto de vista del sabor, aroma y
textura, no asi para las caracteristicas externas del fruto. Estas consideraciones deberan ser tenidas en cuenta al
momento de lanzar un producto comercial al mercado, ya que seran necesarias estrategias en las que esté presente
la degustacion del fruto, asi como una explicacion de sus bondades y usos.

Palabras claves: Acca sellowiana, Diversidad, Caracterizacion.
2. INTRODUCCION

Acca sellowiana (Berg.) Burret, ex Feijoa sellowiana Berg., de la familia Myrtaceae, es conocida en Uruguay
como Guayabo del pais o Guayabo. Es un arbol pequefio, generalmente de 2 a 4 metros de altura. En Brasil se lo
conoce como “goiabeira serrana” o “do mato”, e internacionalmente como “pineapple guava”. El centro primario
de distribucion incluye el sur de Brasil y el norte de Uruguay. Ecoldgicamente se encuentra asociado a los bosques
de Araucaria angustifolia en el planalto meridional brasilefio y a menor altitud asociado a bosques ralos y praderas
naturales, en serranias y quebradas del sur de Brasil y nor-noreste de Uruguay. El guayabo en Uruguay se incluye
en la flora Oriental, integrada en gran parte por especies paranaenses (Grela, 2004).

El guayabo es reconocido por su valor como especie ornamental y frutal desde fines del siglo XIX, en que fue
introducido a Europa desde el centro de diversidad primario y de ahi se dispersé por la cuenca mediterranea. A
principios del siglo XX la especie fue llevada desde Francia a California y Florida en los Estados Unidos y desde
alli a Australia y Nueva Zelanda. En la actualidad es cultivado a escala comercial en Nueva Zelanda, California,
Colombia, Georgia y Azerbaijan (Thorp y Bieleski, 2002); mientras que en Uruguay y Brasil s6lo existen pequefias
experiencias de cultivo.

El interés despertado por el cultivo de guayabo en otros paises se debe a su adaptabilidad a un amplio rango de
condiciones climaticas y elevadas cualidades organolépticas de sus frutos, que se prestan tanto para el consumo en
fresco como para diversas técnicas de elaboracion (mermeladas, jugos, etc.) (Cacioppo, 1984). Esta especie
presenta buena resistencia a heladas y precocidad productiva.

! Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica Oriental del Uruguay Garzon 780. Montevideo, Uruguay. c.e.: mrivas@fagro.edu.uy
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El fruto es una baya de forma variable, cuyo color varia en tonalidades del verde, con cascara lisa o rugosa, y con
pesos entre 25 y 60g, aunque algunos cultivares llegan a pesos de 130g o mas (Tocornal, 1988). La pulpa cuando el
fruto es maduro se presenta gelatinosa y color hielo, con un aroma penetrante y peculiar. Es rico en yodo
(3mg/100g) y el tenor de vitamina C es comparable al de los citricos (Ducroquet et al., 2000).

Naturalmente se distinguen dos poblaciones, una distribuida en las mayores altitudes del planalto meridional
brasileflo, con semillas grandes y céscara dura y seca y la otra poblacion restringida a Uruguay y al sur del Brasil,
asociada a las areas de menor altitud, con semillas pequefias y cascara blanda y suculenta (Thorp y Bieleski, 2002).
Nodari et al. (1997) reportaron, para el guayabo “grupo Brasil” y “grupo Uruguay”, el rango de variacion de
caracteres morfologicos y agrondmicos, asi como la estimacion de la diversidad genética con marcadores
isoenzimaticos, detectandose diferencias apreciables entre ambos tipos de guayabo.

Por otra parte, Mattos (1986) también considera que existen dos tipos de variedades cultivadas de guayabo, el
“guayabo grande o rugoso”, con frutos de cascara rugosa y pulpa acida y el “guayabo chico o tipico”, de cascara
lisa y pulpa dulce. El autor sefiala que en Montevideo en 1952, estas variedades se comercializaban con precios de
venta diferentes. En esa época encontré en Uruguay una importante diversidad de formas cultivadas, intermedias
entre ambas variedades, asi como materiales con ciclos precoces, intermedios y tardios. Estos ejemplares cultivados
eran diferentes de aquellos existentes en el Norte de Uruguay, donde abundan los ejemplares silvestres por ser su
sitio natural de distribucion, lo que indicaria el grado de seleccion realizado por los pobladores locales.

Los programas de mejoramiento han creado diversos cultivares, siendo los mas conocidos los neocelandeses
Triumph, Mammoth, Gemini y Apollo. Dettori y Palombino (2000) analizaron la diversidad de marcadores RAPDs
en 25 cultivares y entradas presentes en los programas de mejoramiento y concluyeron que la mayoria de los
materiales provenian de muy pocas introducciones. Esta situacion también ha sido sefialada por Nodari et al.
(1997). Se considera que la mayoria de los cultivares provienen de germoplasma del guayabo “grupo Uruguay”,
representando una estrecha diversidad genética (Ducroquet et al., 2000; Thorp y Bieleski, 2002).

Con respecto a la diversidad de la especie a nivel silvestre, el tinico antecedente existente en Uruguay es un estudio
sobre nueve pies de guayabos ubicados en el departamento de Tacuarembo, al norte del pais. Se destaca la
diversidad apreciada en fecha de floracion y fructificacion, abundancia de flores y frutos, tamafio y forma de frutos,
grosor, rugosidad y color de la cascara, espesor y jugosidad de la pulpa (Talice et al., 1996). Estos datos, aunque
realizados sobre pocas plantas de guayabo, sefialan la diversidad que presenta la especie en el pais y la necesidad de
colectar materiales para ampliar la base genética para la domesticacion y mejoramiento genético de la especie.

También se reconoce que los pobladores rurales han seleccionado y propagado las mejores plantas, que pueden
considerarse variedades locales y que son prioritarias para el mejoramiento genético. Estos materiales se cultivan
en huertos y jardines familiares, desde donde es posible se hayan escapado de cultivo, pasando a ocupar areas
naturales como individuos o poblaciones subespontaneas (Marchesi, com. pers.).

Desde 2002, la Estacion Experimental de la Facultad de Agronomia en Salto, desarrolla un proyecto de evaluacion
y seleccion de diferentes tipos de guayabo. En el jardin de introduccion se han plantado materiales colectados de
huertas y jardines de diferentes zonas del pais (Vignale y Bisio, 2005). También se realiza el seguimiento de un
monte instalado a partir de plantas de semilla provenientes de diferentes viveros del pais, en el que se distinguen
diferentes tipos de plantas.

Cunda (2006) estudio 14 plantas de 28 afios de edad de un monte instalado a partir de semillas cosechadas de un
arbol de guayabo, que provenia de la seleccion realizada por un fruticultor del area rural de Montevideo. Los
resultados obtenidos evidencian homogeneidad en las caracteristicas vegetativas asi como en la fenologia de la
floracion. Sin embargo se observé una notoria variabilidad entre plantas, a pesar del grado de parentesco entre
ellas, en cuanto a las caracteristicas productivas y calidad de fruta, permitiendo una primera seleccion de materiales
promisorios para la fruticultura.

La comercializacion del guayabo en Uruguay puede definirse como de tipo informal ya que el volumen transado es
reducido, con venta directa a comercios minoristas. Los fruticultores resaltan como ventaja de la especie una muy



buena conservacion de la fruta en mostrador y como desventajas la gran variabilidad de las frutas y las plantas
(plantas provenientes de semillas de plantas seleccionadas), la alternancia productiva de algunos arboles asi como
el desconocimiento del consumidor sobre la especie. Por otra parte, los técnicos consultados senalan ademas como
limitante para el desarrollo del cultivo el desconocimiento de las practicas agronémicas adecuadas al mismo

(Camussi, com. pers.).
La apuesta al desarrollo del cultivo de guayabo en Uruguay se justifica por el éxito de la especie en otros lugares

del mundo, la necesidad de diversificar la oferta de fruta, las cualidades nutricionales de la misma y la amplia gama
de destinos a los que se ajusta. También es necesario valorizar el caracter ornamental de la especie.

Paralelamente en las regiones donde ocurren naturalmente las poblaciones de guayabo, los pobladores locales que
conocen y valoran el recurso genético son actores fundamentales para la conservacion y utilizacion de la especie

“in situ”.
El objetivo del proyecto “Primer estudio sistematico de las poblaciones de Acca sellowiana (Berg.) Burret como

recurso genético” es la caracterizacion de la diversidad genética y el valor agronémico de poblaciones de Acca
sellowiana de Uruguay. Se propone la prospeccion de las zonas de distribucion natural, la caracterizacion de las
poblaciones y los sitios ecoldgicos; la ampliacion de la base genética de las colecciones existentes mediante

incorporacion de materiales silvestres y variedades locales; la caracterizacion y evaluacién del potencial

agronomico de los materiales y la realizacion de un estudio de mercado.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Prospeccion y caracterizacion de poblaciones naturales

En la primavera del 2005 se identificaron dos areas geograficas para la prospeccion de individuos de guayabo: la
Quebrada de los Cuervos en el departamento de Treinta y Tres, y el Valle Edén en el departamento de Tacuarembd
(Figura 1). Los principales antecedentes para ambas areas provinieron de la base de datos perteneciente al
Herbario “Profesor Bernardo Rosengurtt” de la Facultad de Agronomia de la Universidad de la Reptblica Oriental
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Figura 1.- Mapa con la ubicacion geografica de las poblaciones silvestres de Acca sellowiana: Quebrada de los

Cuervos y Valle
DESCRIPTOR Edén.
PLANTA Haébito de crecimiento
Diametro de copa La Quebrada de los
Altura Cuervos ocupa un
Didmetro de tronco a 20 cm del suelo area de 3100
N° de troncos hectdreas que se

ubica en la carta
topografica E-18
“Puntas del Yerbal”
(escala 1:50000) y en
la foto aérea del
Servicio Geografico
Militar—mision 1966,
numero 98-011
(escala 1:20000). El
Valle Edén se ubica
en la carta
topografica J-12
“Tacuaremb6” y en
las fotos aéreas 202-
035y 203-158.

En la Quebrada se

distinguen dos zonas
principales por su topografia y vegetacion, la pradera natural y la quebrada propiamente dicha. Acorde al
relevamiento de flora realizado por Basso y Pouso (1992), se distinguen el bosque riberefio en la zona baja de la
quebrada a orillas del arroyo Yerbalito; una zona media con especies tanto xerdfilas como hidréfilas y donde
comienza a aparecer Syagrus romanzoffiana (palma pindd); y una zona superior de la quebrada dominada por
Heterothalamus alienus (romerillo), Mimosa hassleriana, Radlkoferotoma cistifolium y Dodonea viscosa (chirca de
monte). La pradera natural se desarrolla en la cima de las sierras, asociado a pequefios bosquecillos de fisonomia
achaparrada. En el listado de especies indicadas por estos autores, se sefiala la presencia de A. sellowiana. El
relevamiento se realizo especificamente en el area protegida (365has), propiedad de la Intendencia Municipal de
Treinta y Tres y en un predio agropecuario aledafio a la misma.

El paisaje del area de Valle Edén se caracteriza por la tipica presencia de “cerros chatos” y bosques en una matriz
de praderas naturales y cultivos, donde Talice et al. (1996) habian identificado plantas de guayabo.

En ambas areas se relevé un minimo de 50 individuos, los cuales fueron identificados y mapeados mediante el uso
de un GPS.

La lista de descriptores y los estados correspondientes fue confeccionada previamente mediante revision
bibliografica y consulta con técnicos familiarizados con la especie. En el Cuadro 1 se presenta la lista de
descriptores. También se colectaron hojas jovenes de cada individuo de las dos poblaciones para el andlisis de la
diversidad genética mediante marcadores moleculares, trabajo que se encuentra en ejecucion.



Densidad de ramas Cuadro 1. Lista de
Forma de la copa descriptores de Acca

Forma sellowiana
Forma del 4pice

Forma de la base

HOJA Largo (desde base del peciolo hasta apice)
Ancho

Color

Grado de pilosidad

Diametro medio de abertura del conjunto de estambres

Distribucion de los estambres en la flor
Distancia entre estigma y el conjunto de anteras
FLOR N° de estambres

Largo del estilo

Color cara adaxial de los pétalos

Grosor de los pétalos

Forma (segin Altura y Diametro)
Forma de la base

Forma del apice

Posicion del apice

Posicion de los sépalos
Rugosidad (Textura de la cascara)
Persistencia del pistilo

Color externo de la cascara

Color interno de la cascara
FRUTO Color de la pulpa

Peso

Dureza de la cascara

Espesor de la cascara

Peso de la pulpa

Presencia de espacio entre pulpa y cascara
N° de semillas por fruto

Peso de 100 semillas

Acidez

Sélidos Solubles Totales

3.2. Seleccion de materiales con potencial fruticola

Se realizaron prospecciones de materiales potencialmente interesantes tanto en zonas silvestres como en
establecimientos rurales, parques, jardines y quintas fruticolas, en diferentes regiones del pais. Los materiales
seleccionados se instalaron en un jardin de introduccion en el predio de la Estacion Experimental de la Facultad de
Agronomia en Salto. De las plantas seleccionadas se posee, en su gran mayoria, alguna informacién previa
productiva y de calidad de fruta. Se realizo la caracterizacion de la fruta, segun descriptores internacionales para
fruta (IPGRI, 1999), adaptandolos a esta especie. Se realizaron también observaciones fenologicas, vegetativas,
productivas y sanitarias.



3.3. Sondeo del valor de mercado de la fruta

Con el objetivo de comenzar a caracterizar objetivamente la opinion de los consumidores, se realizé con fruta
proveniente de plantas de semilla, una degustacion dirigida a estudiantes, docentes y funcionarios de la Facultad de
Agronomia, con posterior encuesta de opinion (Vernette, 2000). Se obtuvieron 95 respuestas en total. Los
principales aspectos de la encuesta se referian a:

- Conocimiento de la fruta.

- Opiniodn sobre aroma, sabor, textura de la pulpa, color de la céscara y aspecto del fruto.

- Conocimiento sobre forma de consumo en fresco.

- Sugerencia de una frase con la que promocionar la fruta de guayabo.

- Precio que estaria dispuesto a pagar por kilogramo de fruta.

- Datos personales.

En el proximo afio, contando con mas fruta y un cuestionario mejorado en funcion del realizado, se pretende
realizar un accion similar pero expandiendo a una muestra representativa de la poblacion de la ciudad de
Montevideo.

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Prospeccion y caracterizacion de poblaciones naturales

En este trabajo se presentan los resultados correspondientes a la caracterizacion por forma y textura de la cascara de

los frutos de las poblaciones de Quebrada de los Cuervos y Valle Edén (Cuadres 2 y 3, respectivamente).

Cuadro 2. Frecuencia de individuos segtin la forma de los frutos.

Forma de fruto | Quebrada de Valle Edén
los Cuervos

Redondo 0.40 (12/30) 0.14 (5/37)
Oval 0.47 (14/30) 0.51 (19/37)
Oblongo 0.13 (4/30) 0.30 (11/37)
Elongado 0 (0/30) 0.05 (2/37)

Cuadro 3. Frecuencia de individuos segun la textura de la cascara de los frutos.

Textura de la cascara Quebrada de los Cuervos Valle Edén
Liso 0.24 (7/ 29) 0.16 (6/37)
Semi-rugoso 0.41 (12/29) 0.73 (27/37)
Rugoso 0.35 (10/29) 0.11 (4/37)
Muy rugoso 0(0/29) 0(0/37)

La forma de fruto se definio a partir a la relacion entre altura y diametro, siendo redondos aquellos con una relacion
menor a 1.1, ovales con una relacion entre 1.1 y 1.3, oblongos con una relacion entre 1.3 y 1.5 y elongados con una
relacion mayor a 1.5 (Figura 2).
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Figura 2. Estados del descriptor “forma de fruto” en Acca sellowiana.

La rugosidad de la cascara se registrd cualitativamente mediante la utilizacion de los siguientes estados: lisa, semi-
rugosa, rugosa, muy rugosa (Figura 3). Para ambos descriptores se registraron los datos de 10 frutos por individuo.
El nimero de individuos en los que se registraron datos es menor al total de los identificados debido a que no en
todos ellos fue posible obtener frutos. En algunos casos se registr6 la informacioén en menos de 10 frutos.

TEXTURAS

Figura 3. Estados del descriptor “Textura de cascara” en Acca sellowiana.

La media de altura de los frutos de la Quebrada de los Cuervos fue de 35.9+9,2mm, mientras que la de Valle Edén
fue de 23,8+4.2mm. Lo mismo sucedi6 con el didmetro de frutos, que fue para la Quebrada de 31.4+7.1mm y para
Valle Edén de 19.4+4mm. Esta diferencia podria ser explicada por la escasez de agua ocurrida en el area de Valle
Edén durante el periodo del verano y otofio 2006.

La diversidad encontrada entre los frutos de un mismo arbol para estos descriptores fue nula para la mayoria de los
individuos, aunque excepcionalmente algun arbol presento frutos con mas de una forma o rugosidad.

La poblacion de Valle Edén presentaria mayor diversidad para forma de fruto no sélo por poseer individuos con los
cuatro estados del descriptor, sino por las frecuencias encontradas de cada categoria. La presencia de individuos
con frutos elongados en esta poblacion se destaca por ser una caracteristica buscada por el mejoramiento genético.

La diversidad encontrada en la variable forma de fruto en ambas poblaciones pone en evidencia el potencial para el
mejoramiento genético que tiene el guayabo en el centro de diversidad y la necesidad de iniciar acciones destinadas
a su conservacion.

Para rugosidad de la cascara ninguno de los individuos fue clasificado con la categoria muy rugosa, acorde a las
imagenes que se disponen sobre esta condicion. Este resultado coincide con los antecedentes acerca de que en
Uruguay no se presentaria esa caracteristica.



Si bien ambas poblaciones tuvieron individuos con frutos de los otros tres estados del descriptor rugosidad, la
poblacion de la Quebrada de los Cuervos presentaria mayor diversidad que la del Valle Edén que concentra en la
categoria de semi-rugosa un importante porcentaje de individuos. Se destaca la presencia de individuos con céscara
lisa, caracteristica deseable para la fruta comercial.

Préximamente se culminard con el analisis de la diversidad morfo-fenoldgica de las dos poblaciones para los
descriptores presentados en el Cuadro 1 y se obtendran los resultados de la diversidad molecular de las mismas. En
la proxima temporada se prospectaran otras dos poblaciones naturales del Guayabo del Pais.

La identificacién y caracterizacion de las poblaciones naturales de Acca sellowiana de Uruguay permitira
incrementar la base genética del programa de mejoramiento y establecer criterios para la conservacion y utilizacion
in situ de la especie

4.2. Seleccion de materiales con potencial fruticola

En concordancia con la bibliografia consultada, en la prospeccion se han encontrado desde ejemplares de mas de
100 afios hasta plantaciones jovenes. Plantas de guayabo se observaron junto a membrilleros y perales en los
jardines de antiguos establecimientos rurales de la Cuchilla Grande, y.junto a otras especies como naranjos en la
Cuchilla de Haedo. Existen numerosas plantas en la region fruticola del Sur, algunas también centenarias,
evidenciandose que esta especie formaba parte de los frutales cultivados por otras generaciones en algunas zonas
del pais. Actualmente se pueden encontrar plantas jovenes en varias regiones, tanto en parques como en
plantaciones fruticolas.

Se observaron grupos de plantas muy poco productivas, aun en presencia de diversidad de polen, a su vez algunos
grupos presentan habito de crecimiento erecto y con gran densidad de ramas, mientras que otros, tienen pocas
ramas y largas, formando una copa muy abierta.

Se han seleccionado plantas en 18 sitios en diversas regiones del pais, introduciéndose a la coleccion 59 materiales
diferentes, de los cuales 12 de ellos provienen de zonas silvestres o subespontaneas y el resto de materiales de
quintas fruticolas y parques de establecimientos rurales.

Es de destacar que las observaciones realizadas coinciden con los estudios realizados por los Prof. Joao Rodriguez
Mattos (1986) y Primavera Izaguirre (1996) y la informacion aportada por el Lic. Marchesi, tanto en los tipos de
fruta encontrada como en su distribucion.

El periodo de floracion en general es prolongado, extendiéndose desde el mes de octubre hasta mediados de
noviembre, encontrandose algunas plantas que poseen la floracion mas concentrada. En cuanto al periodo de
cosecha, los materiales estudiados fueron divididos en tres categorias: tempranos (antes del 15 de marzo), de
estacion o intermedios (entre el 15 de marzo y el 15 de abril) y tardios (después del 15 de abril). Esta clasificacion
es preliminar y se deberan ajustar las fechas a partir de los datos de la coleccion.

Se ha encontrado una gran diversidad en las frutas estudiadas, con diferencias en la forma (desde redondos a
elongados), peso (desde 5 a 90g), color (de verde oscuro a verde claro), textura externa, espesor de cascara, nimero
y tamafio de las semillas y calidad interna de la fruta. Estos datos se han podido relacionar con los obtenidos por
Mattos (1986), identificando numerosas plantas que producen fruta de alta calidad, de buen tamafio y muy
productivas, que se acercarian a las plantas mejoradas a las que se refiere dicho autor como del tipo “guayabo
grande”. En el Cuadro 4 se detallan algunos datos de los distintos tipos seleccionados, ordenados con respecto a
forma de fruta. Se han encontrado muy buenos individuos con fruta redonda, lisa o algo rugosa, de maduracion
temprana e intermedia. A su vez varias plantas seleccionadas pertenecen al grupo de tardias con frutos grandes,
verde oscuros y no tan sabrosos como los del primer grupo.



Cuadro 4. Caracteristicas de fruta y época de madurez de algunos materiales seleccionados.

Accesiones | Peso | Altura | Didmetro | A/D | Textura | Color ° Epoca de
(g/fr) | (mm) (mm) externa | externo | Brix madurez
127 24.5 344 35.1 0.98 AR Verde 12.7 2
claro
70 29.8 36.2 36.8 0.98 AR Verde 12.7 1
claro
G 30 21.4 33.0 33.0 1.00 L Verde 12.6 1
claro
RN 5 29.9 34.7 30.7 1.13 AR Verde 12.9 2
Tcé cab 12.0 32.1 27.4 1.17 AR Verde 12.8 2
claro
LL3 27.5 41.6 34.4 1.21 AR Verde 10.0 2
SJVII1 51.2 51.1 42.1 1.21 R Verde 12.6 3
0scuro
N2.1 37.0 48.5 38.0 1.27 AR Verde 12.5 3
claro
LL1 42.5 54.9 37.6 1.46 R Verde | 9.47 3
0scuro
JP 48.0 56.6 38.6 1.47 R Verde 15.3 2
0scuro

1: temprana; 2: intermedia; 3: tardia
L: liso; AR: algo rugoso; R: rugoso

Desde el punto de vista sanitario, se ha podido observar en la prospeccion, algunos materiales con frutas que
presentaban antracnosis, causada por Colletotrichum gloesporioides Penz (Cassanello, com. per.).

4.3. Sondeo del valor de mercado de la fruta

Los resultados preliminares indican que el 43,2% de los encuestados no conocia el fruto (debe recordarse que la
poblacion encuestada estd directamente relacionada con el medio rural, por lo que en préoximos estudios es
esperable que el conocimiento de la fruta sea mayor). A nivel general, la opinion sobre la fruta marcé un 86.3% de
opiniones a favor de los items: buena y deliciosa, aun en quienes no conocian la fruta y la degustaban por primera
vez, llegando al 82.9% las suma de las opiniones buena y deliciosa.

Interesaba conocer la opinioén sobre la apariencia del fruto y los aspectos a los que el consumidor puede atribuir
valor, por lo que, utilizando una escala de Lickert de 1 a 5 (Schiffman y Kanuk, 1991), donde 1 es lo peor y 5 lo
mejor, se pidié valoracion para: aroma, sabor, textura de la pulpa, color de la piel del fruto, aspecto externo del
fruto. Las respuestas obtenidas se presentan en el Cuadro 5. Se observa que la mayor valoracion del fruto esta dada
por sus caracteristicas internas, de sabor fundamentalmente y aroma en segundo lugar, mientras que el aspecto
exterior, sin llegar a extremos de rechazo, no resulta tan atractivo. Estas consideraciones deberan ser tenidas en
cuenta al momento de lanzar un producto comercial al mercado, ya que seran necesarias estrategias en las que esté
presente la degustacion del fruto, asi como una explicacion de sus bondades y usos.

Cuadro 5. Distribucién en porcentaje de los resultados de la encuesta de opinion.Escala de Lickert'

Caracteristicas 1 2 3 4 5
del fruto

Aroma 1.2 15.6 25.3 33.7 18.9
Sabor 2.2 5.4 17.4 47.8 27.2
Textura 2.2 3.3 33.0 42.9 18.7
Color cascara 5.6 24.7 39.3 22.5 7.9
Aspecto externo 7.1 16.5 34.1 29.4 12.9

"Valores de 1 a 5 indican opiniones de “lo peor” a “lo mejor”.
Total de encuestas: 95



5. AGRADECIMIENTOS
Se agradece al PDT (Programa de Desarrollo Tecnologico) de la DINACYT por el apoyo brindado para la
realizacion del proyecto de investigacion: “Primer estudio sistematico de las poblaciones de Acca sellowiana

(Berg.) Burret como recurso genético”.

A la Intendencia Municipal de Treinta y Tres por las facilidades brindadas para el alojamiento en la Quebrada de
los Cuervos.

Al Sefior Moizo, productor fruticola, que ofrecid gentilmente la fruta para la prueba de degustacion.

A los Ings. Agrs. J.P. Nebel (MGAP- Direccion Forestal), D. Cabrera (INIA) y N. Cunda, productores y pobladores
de las areas prospectadas por su invalorable participacion y colaboracion.

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Basso, L. y Pouso, J.M. 1992. Relevamiento y descripcion de la flora arborea y arborescente de la Quebrada de los
Cuervos, Departamento de Treinta y Tres. Tesis. Facultad de Agronomia. Uruguay. 279 p.

Cacioppo, O. 1984. La Feijoa. Manuale Practico. Reda. Ed. per I’Agricultura. Roma. Italia. 80 p.

Cunda, N. 2006. Caracterizacion de plantas de “Guayabo del pais” (Acca sellowiana (Berg) Burret) desde un
enfoque fruticola. Tesis. Facultad de Agronomia. Universidad de la Republica. Uruguay. 98 p.

Dettori, M.T. and Palombi, M.A. 2000. Identification of Feijoa sellowiana Berg accessions by RAPD markers.
Scientia Horticulturae, 86: 279-290.

Ducroquet, J-P.H.J.; Hickel, E.R. e Nodari, R.O. 2000. Goiabeira-serrana (Feijoa sellowiana). Jaboticabal, SP, Ed.
Funep. 66 p. (Série Frutas Nativas).

Grela, 1. 2004. Geografia Floristica de las Especies Arboreas de Uruguay: Propuesta para la Delimitacion de
Dendrofloras. Tesis de Maestria en Ciencias Bioldgicas. Ministerio de Educacion y Cultura - Universidad de la
Republica. Montevideo. Uruguay

IPGRI. 1999. Descriptors for Citrus. Internacional Plant Genetic Resources Institute, Rome, Italy.

Mattos, J.R. 1986. A Goiabeira Serrana. Instituto de Pesquisas de Recursos Naturais Renovaveis “AP”. Publicacao
N° 19. Porto Alegre. Brasil.

Nodari, R.O.; Guerra, M.P.; Meler, K.T. and Ducroquet, J.P. 1997. Genetic variability of Feijoa sellowiana
germplasm. Proceedings of the International Symposium on Myrtaceae. Acta Horticulturae N° 452:41-45

Schiffman, L. y Kanuk, L. 1991. Comportamiento del consumidor. Ed. Prentice Hall. México.

Talice, R.; Castro, J. e Izaguirre, P. 1996. Prospeccion y evaluacion de frutas autdctonas con énfasis en el guayabo
del pais y durazno. INIA—Proyecto FPTA 054. Informe final.

Thorp, G. and Bieleski, R. 2002. Feijoas: Origins, Cultivation and Uses. Ed. D. Bateman, Ltd., Auckland, New
Zealand. 87 p.

Tocornal, G. 1988. La Feijoa. En: Frutales no Tradicionales. Santiago. Chile, Universidad de Chile. Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales. pp.125-154. (Publicaciones Miscelaneas Agricolas N° 20)

Vernette, E. 2000. Techniques d’études de marché. Libreries Vuibert, Paris, Francia, 148 p.



Vignale, B. y Bisio, L. 2005. Seleccion de Frutales Nativos en Uruguay. Revista Agrociencia (Uruguay) 9: 35-39.



VALORACION Y UTILIZACI(')N DE UN RECURSO GENETICO NATIVO:
PROCESO DE DOMESTICACION Y DESARROLLO DE LA MURTILLA
(Ugni molinae Turcz.), UNA BAYA NATIVA DEL SUR DE CHILE.

Seguel, L' Montenegro, A.'; Torralbo, L.%; San Martin, J.! ,Aguilera, A.'; Ellena, M."; Riveros, M2 y
Scheuermann, E.’

1. RESUMEN

Sobre la base del uso potencial que presentaria la murtilla (Ugni molinae Turcz.), especie endémica del Sur de Chile,
el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) ha realizado investigacion tendiente a la domesticacion y
desarrollo productivo de la especie. Entre las actividades consideradas en este proceso se realizdo una colecta de
germoplasma, la regeneracion de las entradas, la caracterizacion morfologica, agrondmica, quimica y molecular de la
coleccion, la determinacion de los sistemas reproductivos, la evaluacion y seleccion de materiales superiores con
potencial productivo, el desarrollo de un paquete tecnoldgico para el cultivo de la especie y su desarrollo comercial.
La investigacion realizada ha permitido, a través de selecciones, obtener genotipos que por sus caracteristicas de
rendimiento y calidad de fruto, serian recomendados como variedades aptas para su cultivo, demostrando que es
posible mediante domesticacion y desarrollo de especies nativas o endémicas incorporar nuevos cultivos a los
sistemas productivos del pais.

Palabras claves: Domesticacion, murtilla, Ugni molinae Turcz., especie nativa, Chile

2. INTRODUCCION

En Chile existen alrededor de 6.265 especies vasculares, numero limitado si se compara con otros paises del
Hemisferio Sur. Sin embargo, la flora chilena presenta caracteristicas que hacen de ella un recurso muy atractivo.
Entre los atributos que se le reconocen cabe destacar los siguientes: a) el alto grado de endemismos: de las 6.265
especies vasculares existentes en el pais, el 80% es nativa y de éstas el 50% es endémica; b) la amplia variabilidad
genética existente en las especies, producto de la adaptacion que han desarrollado a diversas condiciones
ambientales que caracterizan al pais y c) el valor de uso actual y potencial del germoplasma chileno. El 13,5% de
las especies fanerdogamas nativas chilenas tiene registrado por lo menos un uso, como plantas alimenticias,
ornamentales, edulcorantes, forrajeras, medicinales, tintéreas, productoras de fibra, insecticidas y/o fungicidas,
entre otras (Cubillos, 1994).

Considerando lo anterior y situdndose en el escenario actual, donde la agricultura chilena requiere introducir
elementos de innovacion, el endemismo de las especies chilenas constituye un elemento de valor estratégico, ya
que el desarrollo de nuevos cultivos y generacion de nuevos productos a partir de estas especies, permitira que el
pais tenga la posibilidad de llegar a nuevos mercados con productos exoéticos, altamente diversificados.
Consecuentemente, se ha iniciado en Chile un proceso de valoracion de especies nativas con potencial productivo.
Un ejemplo de ello es el proceso de domesticacion y desarrollo de la murta o murtilla (Ugni molinae Turcz.),
especie silvestre que crece naturalmente en el sur de Chile, perteneciente a la familia de las Myrtaceae. La planta es
un arbusto de aproximadamente 1,5m de altura, que ocasionalmente puede llegar hasta 2m. Produce frutos globosos,
pequeios, de agradable sabor y aroma, los que son utilizados tradicionalmente para el consumo fresco y en la
fabricacion artesanal de mermeladas, jarabes, postres y licores (Novoa, 1983). En Chile, la poblacion indigena, desde
antes de la llegada de los espafioles, utilizaba este fruto en su alimentacion y en la elaboracion de bebidas alcohdlicas
(Urban, 1934). En la cultura popular generalmente se le atribuyen propiedades curativas a hojas, tallos, frutos y raices
de la murtilla, asi como propiedades astringentes y estimulantes. Investigaciones realizadas recientemente por Aguirre
et al. (2005 a,b ), sefialan que las hojas de murtilla presentarian propiedades antiinflamatorias. Por su parte, Avello y
Pastene (2005), demostraron que las hojas de la murtilla presentarian una alta capacidad antioxidante e incremento de
la capacidad antioxidante plasmatica asociada a la ingesta regular de infusiones de hojas de murtilla. Por otra parte, la
planta de la murtilla también presenta caracteristicas que le han permitido en Chile un uso ornamental (Urban,
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1934) debido a la forma de sus ramas y flores. Con el mismo fin se utiliza en Australia, Nueva Zelanda y California
(Landrum y Donoso, 1990).

La incorporacion de la murtilla a la fruticultura nacional ha significado el inicio de un programa sistematico de
investigacion, tendiente a solucionar las principales limitantes de produccion y calidad del producto, permitiendo
transformar este fruto silvestre en un fruto cultivado mediante un proceso de domesticacion. En Chile, el Instituto de
Investigaciones Agropecuarias (INIA) ha desarrollado un programa de investigacion a partir de 1996, tendiente a la
domesticacion y desarrollo de esta especie nativa con fines productivos.

3. MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada para domesticar la murtilla consistié en la colecta del germoplasma silvestre en Chile, la
regeneracion y multiplicacion de los materiales, la determinacion de su sistema reproductivo, la caracterizacion de
la coleccion, la seleccion de materiales promisorios, la evaluacion agrondmica de los materiales seleccionados, el
desarrollo de un paquete agronémico para el cultivo y la liberacion de variedades que posibilite la produccion
comercial de este fruto nativo (Figura 1).
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Figura 1: Proceso desarrollado en Chile para la domesticacion de la murtilla(Ugni molinae Turcz.)

3.1. Colecta y formacion del banco de germoplasma de murtilla en Chile

La seleccion de los sitios de colecta de la murtilla se basdé en antecedentes bibliograficos existentes sobre la
distribucion de la especie. La distancia entre los sitios dependi6 de la uniformidad de los ecosistemas,
seleccionando aquellos con caracteristicas disimiles en cuanto a ubicaciébn geografica y antecedentes
edafoclimaticos. La colecta se realizd entre febrero y mayo de 1996, considerando la época de fructificacion de la
especie. El criterio utilizado para individualizar las entradas dentro de cada sitio se bas6 en caracteristicas
fenotipicas observables, tanto de la planta, como de los frutos, dirigiéndose la colecta hacia aquellos que
presentaron mayor divergencia.

En cada sitio de colecta se tomaron muestras de frutos maduros, estacas para las etapas de regeneracion y material
de herbario para la determinacion de las asociaciones botanicas. Paralelamente, se colectaron muestras de suelo (0-
20cm de profundidad), para su posterior caracterizacion quimica. Los datos de pasaporte fueron: localizacion del
sitio de colecta, fuente de recoleccion, tipo y frecuencia de la muestra, asociaciones botanicas, descripcion de suelo,
y observaciones de aspectos fenotipicos de la planta. Los datos de origen de las entradas fueron georeferenciados



mediante un GPS (Geographic Positional System) y digitalizados en mapas a través de un Sistema de Informacion
Geografica (SI1G).

3.2. Regeneracion, multiplicacion y conservacion del germoplasma colectado

3.2.1. Propagacién de plantas mediante estacas semilefiosas.

Con el objetivo de mantener la integridad genética de las entradas colectadas e incrementar el material disponible
para el posterior establecimiento de los jardines de evaluacion, se desarrollaron técnicas de regeneracion y
multiplicacion del germoplasma colectado.

Se determiné la capacidad de enraizamiento de 95 entradas de murtilla de la coleccion (Torres et al.,1998). Se
evaluaron dos reguladores de crecimiento, dcido naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (IBA), ambos en dos
concentraciones (1000 y 2500ppm), ademas de un enraizante comercial, todos aplicados a estacas semilefiosas de
aproximadamente 9cm de longitud. Cada entrada estuvo representada por 200 estacas. Los distintos tratamientos
fueron evaluados con respecto a un testigo sin aplicacion de enraizantes. Las estacas fueron establecidas en camas
de propagacion en invernadero utilizando como sustrato una mezcla de suelo y arena, en una proporcion de 1:1. El
enraizamiento se evalu6 a través del porcentaje de estacas enraizadas.

3.2.2. Desarrollo de un protocolo para el cultivo in vitro de la murtilla.
El objetivo fue desarrollar una metodologia alternativa de propagacion y conservacion de germoplasma. (Letzkus,
1999). La investigacion se dividié en cuatro etapas:

1. Identificacion de un medio nutritivo para la micropropagacion de plantas de murtilla: Se evaluaron ocho medios
nutritivos en dos etapas: Etapa I. Se evalud el medio BTM (Broadleaved tree medium), el medio LP; (basado en
Quoirin y Lepoivre, 1977) y el medio Anderson (Anderson, 1975). Como fuente de explantos se utilizaron yemas
axilares y apicales provenientes de plantas madres de un genotipo de murtilla de tres afios de edad, mantenido en
invernadero. Se utilizd un disefio experimental completamente al azar, ordenado como factorial 3x2
correspondiente a 3 medios nutritivos y 2 tipos de explantes (yemas axilares y apicales) con 95 repeticiones. El
porcentaje de sobrevivencia y el nimero de brotes fueron analizados estadisticamente con un ANDEVA de Fischer.
Para la separacion de promedios se utilizo el test de comparaciones multiples de Tukey.

Etapa II. Las yemas axilares fueron establecidas en 6 medios nutritivos, en donde uno de ellos correspondio al
mejor tratamiento de la etapa anterior (yema axilar en medio BTM, el cual fue utilizado como control). Se
evaluaron los medios WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd y McCown, 1981), FOSSARD (Fossard, 1974), ER
(Economou y Read, 1984), el MS (Murashige y Skoog, 1962) y el medio MS/2 (medio MS con los macronutrientes
reducidos a la mitad de su concentracion). El porcentaje de sobrevivencia y el nimero de brotes fueron analizados
estadisticamente mediante un ANDEVA de Fischer. Para la separacion de promedios se utilizd un test de
comparaciones multiples de Tukey.

2. Evaluacion del efecto de reguladores de crecimiento sobre el crecimiento en altura de los explantos. En una
primera etapa se evalud el efecto del acido giberélico (GA3), aplicado a tres medios nutritivos (BTM, LP; y
ANDERSON) y tres dosis de GA3 (mg L™). Para el anélisis de los resultados se utilizé un disefio experimental
completamente al azar, ordenado como factorial 3x3 correspondiente a la combinacion de 3 medios nutritivos y 3
concentraciones de GA3, con un niimero constante de 12 repeticiones por tratamiento. En la segunda etapa los
explantos fueron establecidos en 5 medios nutritivos, mas un medio control (mejor medio de la etapa anterior
<BTM>), aplicandoseles a cada uno tres dosis de GA3. Se utilizd un disefio experimental completamente al azar
con 10 repeticiones por tratamiento.

3. Control de la oxidacion de los explantos. Se evalud el efecto de acido ascorbico, acido citrico, acido salicilico y
polivinilpirrolidona (PVP), cada uno aplicado en concentraciones 1,0, 1,5 y 10mgL™, incorporados al medio MS
utilizado como base. Para el analisis de los resultados se utilizo un disefio completamente al azar, ordenado como
factorial 4x3x2, producto de 4 agentes antioxidantes, 3 concentraciones y 2 formas de incubacion (luz y oscuridad),
con un numero constante de 20 repeticiones por tratamiento. Una vez finalizada esta evaluacion se seleccion¢ el
mejor tratamiento y se aumento a éste la concentracion del antioxidante, aplicandose 10 y 50 mgL™". Los explantos
permanecieron en oscuridad durante 15 dias y posteriormente fueron trasferidos a condicion de luz. Se utilizé un
disefio experimental completamente al azar con un numero constante de 50 repeticiones por tratamiento.



4. Evaluacion del efecto de la luz y de la oscuridad en el proceso de oxidacion de los explantos. Se establecieron
explantos, yemas axilares en el medio BTM, durante 15 dias en condicién de oscuridad; cumplido este periodo, los
explantos fueron trasferidos a condicion de luz para continuar su desarrollo. El tratamiento control consistié en
mantener desde el establecimiento los explantos en condicion de luz solamente. Los resultados fueron evaluados en
base al porcentaje de sobrevivencia y el nimero de brotes. Se utilizé una ANDEVA de Fischer.

En todos los ensayos se considerd la evaluacion visual de los explantos. Esta se realiz6 mediante una escala de
apariencia: 1. explanto sano verde y sin dafio, 2. explanto verde, con principio de dafio, 3. explanto dafiado entre un
25% y 50%, 4. explanto dafnado sobre un 50%. Los resultados de la apariencia visual fueron analizados mediante
métodos no pardmetricos, analisis de varianza de Kruskal-Wallis y el test de comparacion multiple de Dunn.

3.3. Caracterizacion de la coleccion de murtilla

La caracterizacion de la coleccion se realizo en dos etapas. En la primera de ellas, se consider6 la evaluacion de los
frutos obtenidos en la colecta y en la segunda, se efectud la caracterizacion de las entradas establecidas en un
“jardin de caracterizacion” en INIA Carillanca.

3.3.1. Caracterizacion de los frutos colectados

Los descriptores utilizados fueron: color de la pulpa y del epicarpio, peso unitario del fruto, nimero de semillas por
fruto, didmetro polar y ecuatorial, contenido de sélidos solubles, pH y acidez titulable. El color de los frutos se
determind utilizando el atlas de colores de Kuppers (1996), en tanto que los sélidos solubles se obtuvieron
mediante refractometria (expresado en °Brix) y la acidez titulable mediante meq NaOH/100g. Estos parametros
fueron evaluados en todos los ecotipos colectados considerando 20 frutos por entrada.

3.3.2. Caracterizacion morfoagronémica

A partir de las plantas propagadas en forma vegetativa, se establecid un jardin para la caracterizacion de la
coleccion, ubicado en el INIA Carillanca, (38°41°Lat. S y 72°25° Long. O, 200msnm), Region de la Araucania,
durante la temporada agricola 1997-1998. Se caracterizaron 90 de las 100 entradas colectadas. Cada entrada quedo
representada por 24 plantas, las cuales fueron distribuidas en un disefio en bloques completo al azar con tres
repeticiones, en una superficie de 6.300 m”. Al no disponer de descriptores para la especie, se seleccionaron 16 en
base a descriptores propuestos por el IPGRI para otras especies frutales con caracteristicas similares (Cuadro 1).

Cuadro 1.Descriptores utilizados para la caracterizacion del banco de germoplasma de murtilla (Ugni molina

Turcz)
CODIGO DESCRIPTOR UNIDAD DE MEDIDA

AP Altura de la planta cm.
DTP Diametro del tallo principal mm.
LTP Largo del tallo principal Cm
NEN Numero de entrenudos N°
LH Largo de la hoja mm.
AH Ancho de la hoja Mm
INIF Inicio de floracién Dias
MAXF Maxima floracién dias
TERF Término de floracién Dias
FC Porcentaje de flores cuajadas %
LPF Largo del pediinculo floral Mm
DPF Didmetro polar del fruto cm.
DEF Diametro ecuatorial del fruto cm.
NSF Numero semillas por fruto N°
SS Sélidos solubles fruto °Brix
RFP Rendimiento frutos por planta g/planta

Los resultados de la caracterizacion se analizaron mediante analisis multivariado. Para ello, la coleccion inicial se
dividié en dos grupos de acuerdo al color del epicarpio. El Grupo R fue conformado por plantas cuyos frutos
presentaron epicarpio color rojo uniforme y el Grupo B por plantas con frutos variegados. Para los analisis de



componentes principales (ACP) los algoritmos del calculo se realizaron a partir de una matriz de correlacion simple
R; a partir de esta matriz se calcularon los valores propios y vectores propios para obtener la proporcion de la
variacion original explicada por cada componente principal de la matriz de correlacion (Vivanco, 1999). Para
agrupar los casos se utilizo un analisis de conglomerado segun Dillon y Goldstein (1984).

3.3.3. Caracterizacion de propiedades antioxidantes de la murtilla.

El objetivo de esta actividad fue cuantificar los polifenoles, determinar la actividad antioxidante e identificar
compuestos fenolicos presentes en frutos y hojas de murtilla. La cuantificacion de polifenoles en frutos, se realizo
mediante el método de Folin-Ciocalteau (Singleton, et al., 1965) y la determinacion de actividad antioxidante se
efectud6 mediante el método del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (Von Gadow et al., 1997). Estas dos
metodologias son ampliamente utilizadas para alimentos y permiten establecer comparaciones con base en la
Concentracion Efectiva (ECsp). En el caso de las hojas, para cuantificar los polifenoles presentes en extractos se
utilizé la metodologia de Folin-Ciocalteau. Para determinar la capacidad antioxidante se usé el método del DPPH y
para la identificacion de los compuestos fenolicos se analizd con HPLC-MS, Cromatografia Liquida de Alto
Desempefio asociada a Espectrometria de Masa (Rubilar et al., 2006).

3.3.4. Caracterizacion molecular.

Se utilizo la técnica del ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD) (Seguel et al., 2000). El analisis molecular
se realizo en 45 entradas de murtilla representativas de todos los sitios de colecta. En total se evaluaron treinta y
tres partidores seleccionados al azar; de éstos, se seleccionaron siete para los estudios posteriores, sobre la base de
la generacion de productos amplificados reproducibles. EI ADN se extrajo de hojas en crecimiento segin
procedimiento de Doyle y Doyle (1987), con algunas modificaciones. La reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) se realizo en un volumen de 16ml. Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en geles de
agarosa. La posicion de las bandas se transform6 en una matriz de caracteres binarios (1 presencia, 0 ausencia). Los
datos fueron analizados mediante analisis multivariado. El grado de heterogeneidad entre entradas se determind a
través de los coeficientes de Jaccard (1901) y de Nei y Li (1979).

3.4. Determinacion del sistema reproductivo de la especie.

Para determinar el sistema reproductivo e identificar mecanismos de autoincompatibilidad genética en la especie,
se evaluaron cinco tratamientos, cuatro de ellos, de polinizaciéon manual y un recuento de polinizaciéon natural,
segin metodologia de Ruiz y Arroyo (1978), Sobrevilla y Arroyo (1982). Los resultados fueron evaluados por la
formacion de frutos y semillas.

Los tratamientos fueron: 1. Autopolinizacion sin vector (A), para ello se marcaron las ramas con yemas florales y
se aislaron hasta la senescencia y/o caida de la flor, 2. Apomixis (APO), las yemas florales se emascularon y se
aislaron hasta la senescencia floral, 3. Autopolinizaciéon con vector (S), las yemas florales se mantuvieron aisladas
hasta la floracion y luego se autopolinizaron y se volvieron a aislar, 4. Polinizaciéon cruzada (C), las yemas florales
emasculadas se mantuvieron aisladas hasta la receptibilidad del estigma y luego se polinizaron con polen
proveniente de otro individuo, aislindose nuevamente las flores hasta la senescencia y 5. Polinizacion natural (N),
se identificaron flores al estado de yema y se mantuvieron expuestas en condicion natural de polinizacidn, sin
intervencion, hasta la madurez de los frutos. Los tratamientos se evaluaron en base a la formacion de frutos y
semillas. Para la interpretacion de los resultados se utilizod el indice de autoincompatibilidad (IAI) que permite
definir el sistema reproductivo de la especie y se obtiene a través del promedio de semillas obtenidas por
autopolinizacion con vector (S) dividido por el promedio de semillas obten