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RESUMEN

Se han realizado estudios morfoldogicos, citogenéticos y quimiotaxond-
micos sobre cuatro especies hexaploides (2n = 42) de Bromus del subgénero

Ceratochloa (Q: catharticus, B. brevis, B. parodii y B. bonariensis). Mediante

técnicas de taxonomia numérica se analizaron los caracteres exomorfoldgicos,
electroforéticos (proteinas seminales) y cromatograficos (compuestos fendli-

cos en hojas).

Se hen obtenido y estudiado cinco de los seis posibles hibridos arti-

ficiales interespecificos (E: bonariensis x B. catharticus, B. catharticus x

B. brevis, B. parodii x B. catharticus, B. parodii x B. brevis y B. bonarien-

sis x B. brevis). La meiosis de las especies fue regular con formacidn de 21
bivalentes cerrados. Los hibridos presentaron, en general, meiosis muy regu-
lar pero con disminucidn significativa de bivalentes cerrados y de quiasmas
respecto a sus progenitores. Los hibridos en que participa B. catharticus pre
sentaron mayor irregularidad meidtica y la fertilidad en ellos fue muy baja

(0 al 5%). Las irreqularidades meidticas observadas no explicarian la alta es
terilidad en estos hibridos. Los hibridos B. parodii x B. brevis y B. bonarien-
sis x B. brevis fueron mds fértiles (40% y 47%,respectivamente). La cruzabili

dad. entre las especies estd correlacionada con la fertilidad de sus hibridos



y varidé de 0 al 11%.

Ademas, se pudo obtener y estudiar el alododecaploide artificial B.

catharticus - B. brevis (2n = 84).

En base a resultados citogenéticos, de fertilidad de los hibridos y

de la cruzabilidad se puede inferir que las especies de los pares B. brevis-

B. bonariensis y B. parodii - B. brevis, serfan las mis afines reproductiva
mente. B. catharticus estaria muy aislada, ya que todos los hibridos en que
estd involucrada muestran baja fertilidad y cruzabilidad. El aislamiento re

productivo entre B. bonariensis y B. parodii seria de prefertilizacion o de

bido a inviabilidad de la cigota. Entre las otras especies serfa postfertili

zacidn, incompletamente desarrollado entre la mayoria de ellas. La esterili-

dad de los hibridos seria cromosémica segregacional (heterocigosis para trans
locaciones e inversiones) siendo en la mayoria criptica. En algunos casos po

dria existir, ademds, esterilidad génica. La formacién de hasta 7 IV {y 28 11,
por apareamiento preferencial) en el alododecaploide indicaria que las espe-

cies progenitoras poseerian alta homologTa en uno de sus genomios basicos y

serian alopoliploides. En consecuencia se asigna a las especies progenitoras

las siguientes férmulas gendmicas: B.catharticus (AA BB CiCy) y B. brevis

IR
(AA B]B] C] 1

Al estudiar el contenido de ADN y volumen nuclear de cuatro especies
de Bromus subgénero Ceratochloa se determind que ellas diferfan significativa
mente y se encontrd alta correlacidn entre contenido de ADN y volumen nuclear.

El contenido 2C de ADN en ellas es: B. bonariensis (14,55 pg), B. parodii

(13,48 pg), B. brevis (12,87 pg) y B. catharticus (11,66 pg).

Los resultados de estudios exomorfoldgicos y quimiosistematicos apoya



rTan las relaciones obtenidas con los estudios citogenéticos,de fertilidad
de los hibridos y del contenido de ADN. En especial indicarian que B. cathar-

ticus es la especie mas diferenciada y evolucionada.

Cromatograficamente B. uruguayensis y B. brachyanthera (subgénero Fes

tucoides) forman un grupo fenético separado del de las especies del subgénero
Ceratochloa . Ademds estas dos especies muestran menor similitud cromatografi

ca que el par B. bonariensis - B. brevis . Considerando que B. uruguayensis

y B. brachyanthera se encuentran bastante diferenciadas bioquimicamente y por

el aislamiento reproductivo que existe (no se pudo obtener el hibrido) se re
comienda mantenerlas como especies diferentes a pesar de la gran similitud

morfoldgica entre ellas.

Se ha estudiado la adicidn de proteTnas y de compuestos fendlicos en
hTbridos y-poliploides. La adicion de proteinas fue total mientras que en com
puestos fendlicos hubo supresibn y aparicion de compuestos nuevos en los hi-
bridos. Dentro de este estudio pudo verse que la electroforesis de las pro-
téinas seminales apoya la hipotesis del origen de las especies octoploides

del subgénero Ceratochloa.

Finalmente,los resultados indican que Bromus bonariensis seria la espe

cie mads primitiva, siendo perenne, estrictamente chasmbgama, con mayor conte-
nido de ADN y con distribucidon geografica y ecoldgica mas restringida. B. ca-
tharticus, por el contrario, seria la especie mids evolucionada poseyendo ca-

racteristicas derivadas como ciclo de vida corto (anual o bianual), alto por-
centaje decleistogamia, el mas bajo contenido de ADN y con distribucidn geo-

grafica muy amplia. Ademds B. catharticus es la especie reproductivamente

m3s aislada.



En una posicidn intermedia a las especies mencionadas se encuentran
B. parodii y B. brevis. Esta dltima, por su alta cruzabilidad con las otras
tres especies podria servir como especie ''puente' que permitiria la transfe

rencia artificial de genes de las tres especies a B. catharticus.



1 INTRODUCCION GENERAL

"In my opinion, the climax of flowering-plant evolution is represen-
ted by the grasses, which, in addition, are the most useful to man

of all familtes''.
G.L. Stebbins (1974)

El género Bromus (Gramineae) est3d representado por alrededor de 300 es-
pecies del Nuevo y Viejo Mundo.En América existen cinco secciones ,de la cual
Ceratochloa es la que posee distribucidn mas amplia y mayor nimero de especies.
Hay especies hexaploides en Sudamérica,octoploides en Sud y Norteamérica y dode-
caploides en Norteamérica.Existen varios estudios citogenéticos en las especies
octoploides y dodecaploides(Stebbins,1947a,1949,1981;Stebbins y Tobgy,1944;Ste-
bbins et al., 1944; Stebbins y Walters, 1949). En cambio son pocos los estudios
que se ha realizado en las especies del complejo hexaploide Sudamericano relacio=
nado con B. catharticus. Algunos estudios realizados por Stebbins (1949 a) y por
Hall (1955) indicaron que dos hibridos entre especies hexaploides(B. catharticus,
B. brevis) posefan meiosis regular y resultaron altamente estériles.

Dada la importancia que tienen las especies de este complejo por ser en
su mayorfa muy buenas forrajeras se decidid realizar un estudio de sistemitica

experimental con el propdsito de establecer las relaciones filogenéticas entre

estos taxones. La etapa inicial para encarar un estudio de esta naturaleza con-



sistid, necesariamente, en obtener todos los hfbridos artificiales interespecifi-
cos posibles para estudiar con ellos la cruzabilidad entre las especies por medio
del estudio de todos los factores que determinan el intercambio génico potencial

y en especial la fertilidad.Para ello se inicid un plan de recoleccidén de semi-

Ilas de las diferentes especies y el cultiyo de las mismas en el jardin experi-
mental. Se planed un estudio citogenético que incluye el comportamiento meidti-
co de las especies, en los hibridos artificiales y en los posibles alopoliploi-
des sintéticos.

Los estudios quimiosistematicos han demostrado ser excelentes auxiliares
de los trabajos morfeldgicos, taxondmicos y citogenéticos en el establecemiento
de relaciones filogenéticés. La aplicacion de técnicas cromatogréficas de compues-
tos fendlicos en hojas, desde los trabajos iniciales de Alston y Turner(1962, 1963)
y los electroforéticos de proteinas seminales desde los de Hall(1959) han proba-
do ser muy valiosos en estudios sistematicos y evolutivos.

El empleo de técnicas de taxonomTa numérica ha resultado de gran utili-
dad para la evaluacidn de un cimulo elevado de datos , sean éstos de caracteres
morfoldgicos o moleculares(Sokal y Sneath, 1965 ; Sneath y Sokal, 1973;Crisci y
Armengol, 1983). La utilizacién de éstas técnicas en estudios quimiosistemiticos
ha resultado un medio eficiente para evaluar similitudes y diferencias entre los
taxones involucrados.

Con el objetivo de obtener la mayor diversidad de datos que puedan apor-
tar informacion para el estableci iento de relaciones evolutivas entre las espe-
cies del complejo hexaploide que incluye a B. catharticus se encard un plan de
estudios multidisciplinarios y con tal fin se realizaron estudios exomorfoldgi-
cos,citogeneticos, incluyendo medicidn del contenido de ADN nuclear,y moleculares
sobre especies e hibridos artificiales. Con la ayuda de la taxonomia numérica

se realizd el analisis y evaluacidn de los resultados.



El uso simultaneo de estos diferentes métodos han permitido llegar a
ciertas conclusiones referentes a posibles tendencias evolutivas dentro
de las especies hexaploides Sudamericanas del subgénero Ceratochloa y han he-
cho posible establecer cuales serian las especies presuntamente mas primitivas

y las mas evolucionadas.



CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

La lista de los materiales sefalando los ndmeros de herbario, de cul-
tivo y el origen, se consignan en el Apéndice |. Los ejemplares de herbario
se encuentran en el herbario de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Buenos Aires (BAFC) y un duplicado serd depositado en el herbario del Insti-
tuto de Botanica Darwinion (SI). La mayoria de los materiales estudiados, in
cluyendo los hibridos y poliploides artificiales, fueron cultivados en el jar
din experimental del Laboratorio de Genética, Departamento de Ciencias Biold

gicas, F.C.E.N., U.B.A.

2.2. HIBRIDACION Y POLIPLOIDIA ARTIFICIAL

2.2.]1., Obtencidn de hibridos

Para la obtencidon de los hibridos se siguio el método usado por Ste-
bbins y Tobgy (1944) con algunas modificaciones que se detallan a continua-
cidn:

a) Se selecciond una panoja del progenitor femenino, con floracion chas
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mbgama, en las cuales las anteras se encontraran amarillas pero no exertas,

aproximadamente dos dias antes que ocurra la antesis. En Bromus hay suficien
te diferencia de tiempo entre la antesis de las espiguillas superiores e in
feriores de la panoja. Todas las flores abiertas se cortaron antes de comen-

zar a castrar.

b) Se castraron las espiguillas de la siguiente manera: se sacaron con
una pinza todos los antecios excepto los dos inferiores (se dejaron tres an-
tecios si el material florifero fue escaso). Luego se apartd cuidadosamente
la lemma de la palea con una pinza y se sacaron las anteras tomandolas por el
dpice. Se castraron 20 a 40 espiguillas. Se sacaron de la Jinflorescencia to-

das las espiguillas no castradas.

c) Se colocd una estaca de bambi en la tierra lo mds cerca posible a
la planta, tratando de que la estaca fuera mas alta que la inflorescencia e-
masculada. Se atd suavemente la cana florifera al bambi en dos o tres luga-

res, usando hilo de algodon.

d) Se selecciond una panoja del progenitor masculino, con floracidn
chasmbgama, y se cortd la cafa florifera lo mas bajo posible. Se cortd de nue
vo, a la altura del préximo nudo, bajo el agua en un tubo de vidrio de apro-

ximadamente 25 mm de diametro y 150 mm de largo.

e) Se colocd el tubo con la inflorescencia masculina al lado de la es
taca que sostiene la cafia castrada. Se atd el tubo a la estaca, de manera que

la inflorescencia masculina quedara ligeramente mas alta.

f) Se incluyeron ambas inflorescencias en una bolsa de tela avidén de

15 x 40 cm y se atd ésta a la estaca, en la parte superior e inferior.
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g) Se revisd el experimento todos los dias hasta que los estigmas del
progenitor polinico hubieran emergido y marchitado. Si la inflorescencia mas

culina se hallaba marchita, se la reemplazd con una nueva de la misma planta.

h) Después que todos los estigmas receptores se habfan marchitado, se
retird el tubo e inflorescencia masculina, pero se mantuvo la inflorescencia

castrada atada a la estaca, manteniéndola embolsada.

i) Dos semanas a partir de la fecha de polinizacién, se revisé el ex-
perimento para comprobar si se habian formado semillas. Cuando presentes, se

cosecharon dos semanas mds tarde,.

En estas especies de Bromus existe, en general, doble tipo de flora-
cién, chasmogamia y cleistogamia (Ragonese y Marcd, 1941). La primera flora-
cién es chasmbgama con anteras grandes (3 a 10 mm de longitud) y la segunda
cleistégama con anteras chicas (0,4 a 0,8 mm de longitud). Durante la flora-
cion cleistdgama las plantas no pueden usarse como progenitores femeninos por
la imposibilidad de extraer las anteras (emascular) sin dafiar el 6rgano feme
nino, pues las anteras son sentadas. Durante dicha floracidn cleistdgama tam
poco pueden usarse eficientemente como progenitores masculinos, por la esca-
sa produccidén de polen y porque las flores permanecen cerradas. Los cruzamien
tos donde intervenia B. catharticus, ofrecieron mucha dificultad porque es la
primera especie en florecer y cuando lo hacian las otras especies, B.catharti-
cus ya habia concluido su floracion chasmbgama. Para salvar esta dificultad
se recurrid a la técnica de conservacion de polen por desecacidon y en frio
(Darlington y La Cour,1976). En condiciones normales, desde el momento de ma
duracién de polen (antesis) éste conserva su poder de germinacién por tan so

lo 12 a 24 hs. Desecidndolo a temperatura ambiente en ampolla, cerrdndolo al
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vacio y conservandolo a -10 °C, dicho poder germinativo se puede prolongar
por mas de 30 dias. De esta forma se pudo salvar la dificultad de no coinci-
dencia de las floraciones chasmogamas. En los casos en que fue necesario la
conservacion de polen, la fecundacidn artificial se realizd en el laboratorio
para evitar presencia de polen extraio en el ambiente, colocando el polen so

bre los estigmas receptivos con ayuda de un pincel pequefio de pelos suaves.

2.2.2. Obtencidn de poliploides

Las plantas fueron tratadas con una solucidon de colchicina al 2 %.. Se
realizdé el tratamiento en plantas que habian concluido su floracib6n, aproxi-
madamente en el mes de abril o principio de mayo, el procedimiento usado es

el siguiente:

a) Se desmonta la planta de la maceta y se lava el sistema radicular
con agua corriente, tratando de mantener lo mis intacto posible el sistemara

dicular.

b) Se introduce el sistema radicular en un frasco de vidrio color ca-
ramelo de boca ancha de | 1t., conteniendo solucidén de colchicina al 2 %.. Se
sostiene la mata, al cuello de frasco, con trozos de gomapluma o algodén. El
tratamiento se realiza durante una noche (10 a 14 horas) a aproximadamente

20 °C.

c) Terminado el tratamiento, se lava el sistema radicular con abundan
te agua corriente por 2 a 3 horas. Esto evita que la planta siga absorbiendo

colchicina por mas tiempo, lo que provocaria la muerte de la planta.

d) Se divide la mata en tantos macollos como sea posible y se plantan

éstos en macetas individuales. Finalmente se estudian todas las plantas que
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sobreviven, determinando, al florecer, si el tratamiento fue eficiente.

2.3. CITOGENETICA

2.3.1. Obtencidn de preparados para estudios mitéticos y meidticos

Las observaciones de cromosomas somdticos se realizaron en dpices de
raices provenientes de semillas o de plantas en macetas. Se realizd un pre-
tratamiento a temperatura ambiente (18 a 20 °C) con solucién 0,02 M de 8-hi-
droxiquinoleina durante 3 a 5 horas. La fijacién se hizo en alcohol absoluto:
dcido acético 3:1. Luego se hidrolizd con HCl 1 N a 60 °C durante 10 minutos.

La tincién se hizo usando orceina acética al 2%.

Las observaciones citolbégicas en meiosis se realizaron en flores fija
das en liquido de Newcomer modificado (Hunziker, 1966a).Antes del aplasto de
las anteras y la coloracidn, se dejd ablandar las espiguillas en alcohol 70%.
La tincidn se realizd con hematoxilina acética al 2% y citrato férrico al 1%
como mordiente (Saez,1960; Ndfez, 1968). Se usd carmin acético al 1% como co
lorante meidtico s6lo con el propdsito de observar los cuerpos nucleares(Wal

ters, 1963).

Los preparados se sellaron con cemento sintético o con parafina y lue
go se hicieron permanentes por el método de congelamiento (Conger y Fairchild,

1953) y montaje en euparal o sandeural.

2.3.2. Medicidon de contenido de ADN, area y volumen nuclear

Tincion de Feulgen y Citofotometrfia: Apices de raices de cada una de

las muestras de Bromus, junto con apices de raices de Allium cepa c.v. "Ailsa



14

Craig'' como testigo, fueron fijadas en alcohol absoluto-acido acético en pro
porcidn 3:1 por mds de 24 horas. Durante toda la técnica el testigo acompaid
a cada una de las muestras. lLuego de un lavado en agua destilada (10 minutos),
fueron hidrolizadas en HCl1 5N a 20 °C por 4O minutos (Fox, 1969). Al construir
la curva de hidrélisis, se obtuvo una meseta de maxima coloracién entre 35-
50 minutos para Bromus y entre 30-40 minutos para A. cepa. Por ello fue selec
cionado 40 minutos como Optimo para ambos materiales. Luego de la hidrdlisis,
se hicieron tres lavados en agua destilada (10 minutos c/u), seguidamente,
fueron tefidos en Feulgen por | hora y a continuacidn se hicieron tres lava-
dos en agua sulfurosa (10 minutos c/u). El reactivo de Feulgen fue preparado
a te&peratura ambiente segin la técnica de Lillie (1951). Finalmente fueron
lavados en agua destilada. La porcidn tefiida de los dpices fue macerada sobre
un portaobjeto estandar de 0,8/1,0 mm, en una gota de &cido acético 45% y cu
bierta con un cubreobjetos n® 1 1/2, se sec6é el exceso de acido acético absor
biendo por los bordes con papel de filtro; no se hizo aplastamiento. Los pre
parados fueron hechos permanente por el método de congelamiento y montados en
euparal, como los preparados mitoticos, segin la técnica antes descripta. Las
lecturas fueron hechas en un microdensitémetro scanning Vicker M85, dentro de
los dos o tres dias de hechos los preparados. El testigo fue usado para corre
gir las posibles variaciones en la intensidad de la tincién debidas a varia-
ciones en la técnica, variaciones de mediciones en el aparato en diferentes
dias y para convertir las unidades arbitrarias en cantidades absolutas de ADN
expresadas en picogramos (pg.); considerando el valor 2C = 33,55 pg. para A.

cepa (McLeish y Sunderland, 1961; Bennett y Smith, 1976).

De cada especie se estudiaron dos procedencias diferentes y de estas

Gltimas tres o cuatro individuos (réplicas). De cada réplica se hicieron dos
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preparados con el testigo en cada uno de ellos; s6lo se midi6 el mejor de e-
1los. En cada preparado se leyeron 20 nicleos en telofase tardia (2C) del ma
terial de Bromus y de Allium, midiéndose ademds 5 nicleos en profase (4C) pa
ra control de los valores 2C. Cada nicleo se mididé tres veces obteniéndose la
media. Esta media y la del testigo correspondiente fueron usadas para obtener
el valor de ADN en picogramos por nicleo medido.

Se realizd un anédlisis de varianza del contenido nuclear de ADN conel
propbsito de estimar las diferencias entre individuos, procedencias y espe-
cies diferentes. Ademas, se realizaron comparaciones entre medias por medio

de los contrastes de Scheffé (1959).

Medicidon del area y volumen nuclear: Por cada medida de ADN, el micro

densitémetro Vicker da una medida del area nuclear en unidades arbitrarias.
Por lo tanto de cada nicleo se tomaron tres medidas de area y se calculé la
media. Considerando al nicleo como una esfera y al area medida (An) como la
del circulo que la genera, se calculd el volumen nuclear aplicando la férmu-
la Vn = 4/3 TT'(An/TT)3/2. Esta consideracion, en el cidlculo del volumen, pro
vocaria una sobreestimacidn del valor real. Debido a que las mediciones se
hacen en unidades arbitrarias y que el supuesto error es proporcional al va-
lor del &rea, dicho error no afecta la comparacidn de los volimenes relati-

vos entre las especies.

2.3.3. Medicion del porcentaje de viabilidad del polen y de fertilidad

La viabilidad del polen fue determinada en anteras maduras de flores
frescas o de ejemplares de herbario, tifiéndolos con una mezcla 1:1 de gliceri
na y carmin propidnico al 1%. La determinacion se hizo en base a por lo menos

500 granos de polen.
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La fertilidad, expresada como % de flores fértiles, fue determinada
por recuento de antecios con granos maduros en panojas maduras y la estima-

cidn se hizo en base a muestras de mi3s de 500 antecios por planta.

2.4, CROMATOGRAFIA DE FLAVONOIDES EN HOJAS

2.4.1. Recoleccidn del material para cromatografia

La recoleccién de hojas se realizd en plantas en cultivo. Se seleccio
naron hojas maduras que no tuvieran sintomas de senectud, las que se recolec
taron en forma individual y se secaron en estufa a 45 °C. En varios grupos de
plantas se encontrd variacion estacional en la presencia de compuestos fend
licos en un mismo individuo (Naranjo gﬁ_gl:, 1984) . Los materiales de las es
pecies estudiadas fueron coleccionados en la misma época, mientras que en al
gunos hibridos y poliploides artificiales se colecciond materiales en épocas
distintas. Esto Gltimo se tiene en cuenta al discutir los resultados pues ain

no se han hecho estudios de variacién estacional en Bromus.

2.4.2, Obtencidén de extractos

En general, se han sequido las técnicas cromatograficas desarrolladas
por Mabry et al. (1970) y Markham (1982). Se molieron en molinillo 0,5 gr de
hojas maduras secadas en estufa a 45 °C. Se extrajo en erlenmeyer de 50 ml
con agitacién periédica, y con 15 ml de Metanol:Agua (80:20), durante 3 horas
a 18-20 °C. Luego se dejd sedimentar por 10-15 minutos. El sobrenadante se se
paré por medio de una pipeta Pasteur y se filtrd en un baldn de 30-50 ml. Se-
guidamente se concentrd la muestra por evaporacidn, en evaporador rotativo al

vacio, hasta sequedad total. Seguidamente se suspendid el extracto seco en
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0,5 ml de agua destilada y se lavdé con varias porciones de 2 ml de éter etf-
lico hasta que la fase etérea no presentd fluorescencia al exponerla al UV.

Con este Ultimo paso se pretendid eli inar las grasas y la clorofila.

2.4.3. Corridas cromatogréficas

Se realizd cromatograffé bidimensional descendente en papel. Se sem-
braron 50 a 100 Lambdas del extracto acuoso en papel Whatman N°3MM ( 46 cm
x 46 cm). Las corridas se realizaron en cubas de madera con bandejas de ace-
ro inoxidable (Mabry et al., 1970). Las cubas se saturaron con el solvente
respectivo, previamente a la corrida. La primera corrida se hizo en Terbuta
nol:Acido.Acético:Agua (TBA) en proporcign de 3:1:1, hasta que el frente del
solvente alcanzara 2,5 cm por debajo del borde del papel. Esta corrida durd
aproximadamente 22 horas a 22-25 °C. La segunda corrida se realizd en Acido
Acético:Agua (OHAc) en proporcidén 15:85, la cual durd aproximadamente 5 horas

a 22-25 °C.”

2.4.4. Determinacidn de las caracteristicas cromatoaradficas de los

compuestos

Los cromatogramas fueron analizados bajo luz ultravioleta (366 nm),
marcando las manchas y determinando su color con exposicién a vapores de amo
niaco (NH3) y sin ella. Luego se determind el Rf caracteristico de cada man-
cha en el primer y en el segundo solvente. Se hicieron varias corridas por in
dividuo para probar la repetibilidad de los resultados. Ademds, fueron sembra
dos extractos de dos especies en proporcion 1:1, cuando fue necesario verifi-

car la similitud de algunas de las manchas cromatograficas.
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Determinacion del Rf: La movilidad cromatografica de cada uno de los

compuestos en cada uno de los dos solventes, se mide por su valor de Rf y es
tedricamente, un caracter reproducible. El Rf se define como la distancia re
corrida por el compuesto (desde el origen) dividido por la distancia recorri
da por el frente del solvente (desde el origen). Para su determinacién es,

por lo tanto, necesario realizar ambas mediciones y luego su cociente.

Durante los trabajos de cromatografia realizados el autor de esta te-
sis ha ideado un nuevo mefodo préctico de medicién directa del Rf. Este con-
siste en usar una cinta de goma latex de aproximadamente 0,5 a 1 mm de espe-
sor, 20 mm de ancho y 300 mm de largo. Sobre ella se construye una escala de

0 a 100, como se indica en la siguiente figura.

L 200 mm |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

(RALAIRAALS LALAR AR RARM AR LR N RARRARLRARRARARAEM RARMI RERL N LARR AR LAMAN AR RALANALALERILAN]

300 mm

El modo de uso es muy simple. Se hace coincidir el 0 de la escala con
la lTnea de origen y estirando la cinta desde el otro extremo, se hace coin-
cidir el 100 con el frente del solvente. Con la cinta en esa posicidn, se lee
el valor en que cae el centro de la mancha. Este Gltimo valor es el Rf del
compuesto. Este valor de Rf, as? obtenido, no posee mayor error que el que po
see el obtenido por medio de las dos mediciones y su cociente. Este método ha
sido puesto en practica, ademas, en estudios cromatogrdficos realizados en

Prosopis (Enus Zeiger y Naranjo, 1983; Naranjo et al.,1984) y en Vicia (Ferra
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ri et al.,1981, en preparacién).

2.5. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SEMINALES

Todos los pasos en la preparacidon de las proteinas deshidratadas para
las corridas electroforéticas fueron hechas a 4 °C a partir de polvo obteni-
do moliendo en mortero de cuarzo 0,15 gr de semillas maduras (15-25 semillas)
de cada material. Las proteinas fueron extraidas tres veces (1 hora cada una)
usando | cc. de acido acético 1/100 M cada vez. Luego de cada extraccidn se

centrifugd a 10.300 g por 15 minutos y el sobrenadante fue liofilizado.

Los geles de poliacrilamida fueron preparados con Cyanagum al 7%, pa-
ra un gel de 24 x 7 x 0,6 cm se utilizdé 8,75 gr de Cyanagum en 125 cc de a-
gua destilada mds 0,083 cc de NNN'N tetrametilendiamina TMED y 0,83 cc deper
sulfato de amonio al 10% como catalizador. Posteriormente el gel fue equili-
brado con buffer lactato de aluminio (0,05 M pH 3,1) al cual se agregd urea
(3 M). Para la corrida fue usado un equipo de electroforesis horizontal de 12
pulgadas (E.C. Apparatus Corp. EC 401) provisto de circulacién de agua frfa
a 5-6 °C. Como electrolito fue usado el buffer lactato de aluminio (0,05 M).
Para el resto de la técnica fue seguido el procedimiento descripto por Hunzi
ker (1969). La similitud de velocidad de migracién de varias bandas proteicas
de diferentes especies fueron confirmadas compardndolas corriendo una mezcla

(50% + 50%) de las especies.

2.6. METODOS NUMERICOS

Para el procesamiento de datos con los métodos de la taxonomia numéri-

ca, se usd el programa NT-SYS desarrollado por Roh!f et al.(1982), en una com
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putadora IBM 370 del Centro de Tecnologia y Ciencia de Sistemas de la Univer
sidad de Buenos Aires. Detalles de los métodos usados pueden encontrarse en
Sokal y Sneath (1963), Sneath y Sokal (1973) y en Crisci y Lépez Armengol

(1983).

Se denomina unidad taxondmica operacional (0TU's) a la unidad taxond-
mica empleada. Esta puede variar (individuo, poblacién, especie, género,etc.)
y en nuestro caso se usa el nivel especifico,considerando a cada una de las

especies como una OTU's.
Los métodos de taxonomia numérica consisten en general de:

a) Determinacidn de las similitudes entre los 0TU's, por medio del uso
de diferentes coeficientes. La similitud se calcula a partir de una matriz bd

sica de datos (MBD) compuesta por X OTU's e y caracteres.

b) A partir de los coeficientes calculados se construye una segunda ma

triz de similitud OTU x OTU.

c) Obtencidén de fenogramas a partir de la matriz de correlacién con la

aplicacién de diferentes métodos de agrupamiento (''Clustering'’).

d) Se mide el grado de distorsidén entre los valores de similitud del
fenograma obtenido y los de la matriz original de similitud. Para ello se cons
truye una nueva matriz de similitud, denominada cofenética, a partir del fe-
nograma y luego se calcula un coeficiente de correlacion del momento-producto
entre la matriz original y la cofenética. Este coeficiente se denomina ''coefi
ciente de correlacidn cofenético'! (I); generalmente se ha encontrado que va-
rian entre 0,6 y 0,95, y se ha podido demostrar empiricamentalmente que valo
res superiores a 0,8 indican escasa distorsién entre ambas matrices (Sokal y

Rohl1f, 1962; Sneath y Sokal, 1973).
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Coeficientes de similitud usados: La similitud entre dos 0TU's se es-

tima, por medio de los mencionados coeficientes. Estos coeficientes cuantifi
can las semejanzas entre los distintos OTU's de la MBD. Se los pueden clasi-
ficar en tres grupos:1) coeficientes de asociacidn, 2) coeficientes de corre
lacién y 3) coeficientes de distancia (Sokal y Sneath, 1963). En este traba-

jo se usan coeficientes de tipo 1 y 3.

Coeficientes de asociacidon: En estos coeficientes se tienen en cuenta:

a = estados del carédcter presentes en ambos 0TU's; b = estados del caracter
presentes en el primer 0TU's y no en el segundo; ¢ = estados del caracter pre
sente en el segundo pero no en el primero y d = estados del caricter ausente

en ambos OTU's.

a) Jaccard

a

i = a+b+c

En este coeficiente no se consideran las ausencias en ambos 0TU's
(d) como medida de similitud. Este coeficiente varia entre 0 y 1,

siendo 1 el maximo de similitud conseguido.

b) "Simple Matching Coefficient' (SMC)

Es equivalente al de Jaccard, pero incluye los estados negativos.

a+d
a+b+c+d

SMC =

Varia de 0 a 1, siendo | el mdximo de similitud.

Coeficientes de Distancia

a) '""Manhattan Distance" (D)

n
D= I [(Xij-)(ik)]
i=1



varios

b) "Taxonomic Distance' (TD)

TD =
i

i t™M3

[(Xi_j-Xik)z] 1/2
]

valor del caracter i en la OTU j.

En Dy TD Xij

Xik valor del cardcter i en la OTU k

ndmero de caracteres.

=
It

Andlisis de agrupamientos (''clustering'): En este trabajo se utilizan

métodos para efectuar el agrupamiento:

a) Ligamiento promedio (''average linkage'')
UPGMA (‘'unweighted pair group method using arithmetic averages'')

WPGMA (''weighted pair group method using arithmetic averages'')
b) Ligamiento simple (''Single 1inkage'')

c) Ligamiento completo (''Complete linkage'')

Congruencia taxondmica: La congruencia taxonOmica es el grado de co-

rrespondencia entre diferentes clasificaciones de un mismo conjunto de orga-

nismos. Dos clasificaciones de un mismo conjunto de organismos son perfecta-

mente congruentes si postulan los mismos grupos (Mickevich, 1978; Crisci y Lo

pez Armengol, 1983; Crisci, 1984).

Se aplicaron diferentes métodos numéricos de clasificacién que surgie-

ron de la combinacidén de cada uno de los coeficientes con cada uno de los mé

todos de agrupamiento. Ninguno de estos métodos tiene mds validez que otro

(Sneath y Sokal, 1973), por lo que es conveniente la utilizacién de varios de

ellos para minimizar los defectos del método y luego comparar los resultados

viendo el grado de congruencia. Dichas congruencias valorizan las conclusio-
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nes dado que son relativamente independientes de los métodos usados.

El estudio de la congruencia se encard de manera experimental. Se rea
lizaron variaciones que consistieron en:

a) variaciones de la metodologia de clasificacién, usando la misma
fuente de caracteres.

b) variacién de la fuente de caracteres (morfoldgicos, electroforéti-
cos, cromatograficos, etc.).

La evaluacidon de la congruencia taxondmica se realizé por medio del
cdlculo del coeficiente de correlacidn (Sneath y Sokal, 1973) al comparar cla

sificaciones numéricas y mediante la comparacidn visual de los resultados en

clasificacidédn numérica o no numérica.

Andlisis de componentes principales: Ademas de los métodos de agrupa-

miento mencionados, se pueden usar métodos de ordenacidn que permiten generar
estructuras taxondmicas. Uno de los métodos de ordenacidn mas difundidos es
el analisis de componentes principales. Los fundamentos del mismo y la forma de
aplicacién estan amplia y claramente discutidos por Sneath y Sokal (1973) y

por Crisci y Lépez Armengol (1983).
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3, CONSIDERACIONES SOBRE NOMENCLATURA., MORFOLOGIA Y
SISTEMAS REPRODUCTIVOS

3.1. EL GENERO BROMUS L.

3.1.1. Nomenclatura

El género Bromus pertenece a la Familia Gramineae (Poaceae), Subfami-

lia Festucoideae, Tribu Festuceae. Con alrededor de 300 especies tiene su ma

yor distribucion en Europa pero estd representado en Asia, Africa y Norte-
Centro y Sudamérica. El mas reciente y cuidadoso tratamiento taxondmico y no
menclatorial del género Bromus es el realizado por Smith (1970). En la Tabla
3.1. se indican los nombres vdlidos de los distintos grupos de especies segin
si son tratados como géneros, subgéneros o secciones, de acuerdo a Smith

(ibid.).

Smith (1970) reconoce sélo los seis primeros grupos (Tabla 3.1.), pues
Smith (1969) incluye la dnica especie del grupo Boissiera en la Sect. Bromus

bajo el nombre de Bromus pumilia (Trin.) Smith.

Smith (1970) comenta que no es muy grande el conocimiento de las afi-
nidades de los seis taxones infragenéricos que reconoce, y que tales afinida

des apoyan la idea de que ellos deben ser considerados como Secciones de
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Bromus s.l. hasta que se puedan acumular mas datos.

Stebbins (1981) reconoce los seis grupos de Smith (1970) pero los ele
va a la categoria de subgéneros debido a que los cromosomas de algunas espe-
cies provienen de diferentes subgéneros y se ha probado que son casi no homé
logos (lo que serd discutido en el capftulo de citogenética). Ademis,

Stebbins (1981) reconoce como subgénero a Boissiera (Tabla 3.1.).

Siguiendo la nomenclatura de Smith, por lo tanto, Stebbins (ibid.) re
conoce siete subgéneros: Bromus subg. Bromus, subg. Stenobromus, subg. Festu-
coides, Subg. Ceratochloa, subg. Nevskiella, subg. Neobromus y subg.Boissiera

Los subgéneros Ceratochloa y Neobromus son nativos de Norte, Centro y Sudamé

rica; el subgénero Festucoides posee especies nativas en Norte, Centro y Sud
américa, pero tiene también muchos representantes nativos en Eurasia, Africa
y Madagascar; el resto de los subgéneros poseen representantes nativos en Eu

ropa Occidental, Centro y Sudoeste de Asia, Iran y Afghanistan (Smith, 1970).

El subgénero Neobromus posee slo una especie (B. trinii E.Desv.) na-

tiva de las costas del Pacifico en Norte, Centro y Sudamérica.

El subgénero Ceratochloa posee alrededor de 16 especies. Hitcheork Y
Chase (1950) reconocen ocho especies en el complejo B. carinatus en Norteamé

rica: B. auleutensis Trin., B. arizonicus (Shear) Stebbins, E. breviaristatum

Buckl., B. carinatus Hook. y Arn., B. marginatus Nees., B. maritimus (Piper)
Hitchc., B. polyanthus Schibn. y B. sitchensis Trin. En Méjico y Centroaméri
ca estan presentes dos de ellas: B. carinatus y B. arizonicus (Soderstrom vy
Beaman, 1968). Este subgénero estaria representado en Sudamérica por siete
especies (Stebbins, 1981) : B. bonariensis Parodi et Camara, E: brevis Nees,

B. catharticus Vahl (citada por Stebbins como B. wildenowii Kunth.),
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B. coloratus Steud., B. parodii Covas et Itria, B. stamineus E. Desv. y B.
valdivianus Phil. Segiin Camara Herndndez (1978) a las especies mencionadas

habria que agregar B. mango Desvaux., B. foukii Phil. y B. tunicatus Phil.

El subgénero Festucoides posee unas 32 especies en América (Camara
Hern3ndez, 1970, 1978; Burkart, 1969; Longhi, 1977; Rosengurtt et al., 1970;
Soderstrom y Beaman, 1968; Hitchcock y Chase, 1951; Pinto Escobar, 1981;
Planchuelo, 1983). Para Norteamérica se han citado 17 especies y para Méjico
y Centroamérica 10 especies. Para Sudamérica han sido citadas nueve especies:

B. araucanus Phil., B. auleticus Trin. ex Nees, B. brachyanthera Doell., B.

flexuosa Planch., B. lanatus H.B.K., B. pellitus Hack., B. pitensis H.B.K.,

B. uruguayensis Arech. y B. setifolius Presl.

3.1.2. Clave para los Subgéneros

En la Tabla 3.2. se presenta una clave para la determinacidn de los
Subgéneros.En dicha clave se indican los caracteres morfoldgicos principales
en los que se basa la separacidn de estos siete grupos. Para la confeccidon de
la clave se han tenido en cuenta los criterios y estudios de varios autores
(Parodi, 1947; Hitchcock y Chase, 1951; Soderstrom y Beaman, 1968; Burkart,

1969; Camara Herndndez, 1970, 1978; Smith, 1970; Covas, 1381).
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Tabla 3.2. Clave para la determinacidén de Subgéneros en Bromus

A. Espiguillas con neta compresion en sentido lateral de glumas y lemmas que
son carenadas o aquilladas. Plantas anuales o perennes.Norte, Centro y
Sudamérica.

(6x, 8x, 12x) subg. Ceratochloa

AA. Espiguillas redondeadas o algo comprimidas, lemmas nunca comprimidas ni
carenadas.

B. Plantas perennes; Gluma inferior 1-3-nervada, superior 3-5-nervada.
Norte, Centro y Sudamérica y Europa.
(2x, bx, 6x) subg. Festucoides
BB. Plantas anuales.

C. Espiguillas con pocas flores, pequeias, menores de 10 mm de long.,
redondeadas cuando jovenes, luego algo comprimidas; glumas angostas,
la inferior l-nervada, la superior 3-nervada. Europa.

(2x) subg. Nevskiella
CC. Espiguillas con muchas flores, mayores de 10 mm de longitud; glumas

anchas, la inferior 1-5-nérvada, la superior 3-9-nervada.

D. Arista recta o bifurcada, a veces pequefias, no espiralizada, no ar-
ticulada; los dientes de la lemma a veces delgados pero no aristados.

E. Lemmas anchas, redondeadas,no acuminadas, sus dientes generalmente
menores que 1 mm de longitud.

F. Espiguillas levemente comprimidas; raquilla del ler. antecio siem
premenor que la 1/2 de la longitud de la lemma; lemma inferior
3-5-nervada, la superior 7-9-nervada. Aristas no aplanadas y rec-
tas. Europa.

(2x, 4x, 8x) subg. Bromus

FF.Espiguilla redonda; raquilladel ler aitecio de longitud mayor que
la 1/2 de la longitud de la lemma; lemma inferior 5-nervada, la
superior 5-9-nervada; aristas aplanadas y recurvas a la madurez.
Europa.

(2x) subg. Boissiera

EE. Lemmas angostas, gradualmente acuminadas, bffidas, los dientes de
2 a5 mm de largo. Aristas usualmente mayores de 1,5 ¢m de largo.
Europa.

(2x, bx, 6x, 8x) subg. Stenobromus

DD. Arista articulada, fuertemente espiralada en la parte inferior; dien
tes de la lemma aristados. Norte, Centro y Sudamérica.
(6x) subg. Neobromus
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3.2. ESPECIES DE BROMUS ESTUDIADAS EN ESTE TRABAJO

3.2.1. Nomenclatura

A. Subgénero Ceratochloa (Beauv.) Hackel

Se tratan aqui algunos problemas nomenclatoriales y de sinonimias
que han existido en relacion a las cuatro especies sudamericanas que se estu

dian en este trabajo.

1) B. catharticus Vahl. (= B. unioloides H.B.K.) N.v.: ''cebadilla criolla",
"cebadilla australiana' o ''cebadilla' en Sudamérica, ''rescue grass'' en
EEVUU y "praire grass'' en Nueva Zelandia.

La conocida forrajera cebadillacriolla comienza a tener una historiano
menclatorial confusa cuando Hitchcock (1934) rehabilita para esta especie

el binomio Bromus catharticus Vahl (Symb. Bot. 2:22. 1791) y pasa a la si

nonimia el nombre B. unioloides H.B.K. (Nov. Gen. Sp. 1:151.1816). Parodi
(1956) y Hubbard (1956) sugieren no aceptar la rehabilitacion de B.

catharticus Vahl, hecha por Hitchcock (ibid) y los argumentos son:

1. Que B. catharticus Vahl es una especie problematica de la que no exis-
te el ejemplar tipo indiscutible que garantice la autenticidad de la

especie.

2. Que la figura de Feuillée citada por Vahl para ilustrar la especie es
una mezcla de dos plantas diferentes, ninguna de las cuales correspon-

de con la graminea que se ha dado en llamar B. catharticus.

3. Que la especie que crece en Buenos Aires, coleccionada por Commerson,

no es purgante como lo expresa el nombre especifico aplicado por Vahl



31

y que copid el nombre prelinneano que le did Feuillée.

En virtud de estas razones consideraron conveniente, para evitar ulte
riores confusiones, declarar dudosa la especie descripta por Vahl (E:
catharticus) y restablecer para la planta comidn en la Argentina el nombre

de Bromus unioloides H.B.K.

Raven (1957) usa el nombre B. catharticus Vahl para la especie en cues
tién, lo cual indica que no habia podido enterarse de los trabajos de Pa-
rodi (1956) y Hubbard (1956). Tres afios mds tarde, Raven (1960) escribe un
trabajo titulado '"The correct name for rescue grass'' (El nombre correcto
para el pasto salvador). Este Gltimo nombre vulgar es con el cual se cono
ce en los Estados Unidos a B. catharticus (E, unioloides) como pasto fo-
rrajero introducido. P. Raven, en conocimiento de los trabajos de Parodi
(1956) y de Hubbard (1956) y basandose en una observacién que le hiciera

Lloyd Shinners sobre el trabajo de Hubbard, dice:

-_—

. ""Estoy de acuerdo con las conclusiones de este Gltimo, pero noté al
gunas discrepancias en la descripcidn original de B. unioloides.

H.B.K. por lo cual decidi examinarel ejempliar tipo de la especie''.

2. '""Un examen de ese material confirmd mi suposicidon de que el tipo

pertenecia a la misma especie que ha sido llamada Bromus haenkeanus

(Pres1.) Kunth, y no al mas familiar pasto salvador ('"rescue grass')'.

3. '""Como es mostrado en la sinonimie parcial, el primer nombre valido
para el pasto salvador es B. willdenowii Kunth, basado en Festuca

unioloides Willd''.

L, "Un examen de un fragmento del tipo de esta especie, ha mostrado

que es verdaderamente el familiar pasto salvador. Esta fue
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sustancialmente la posicidn alcanzada por Chase (Contr. U.S. Nat.
Herb. 24:183.1925), pero que fue pasada por alto por los trabajos

posteriores''.

5. ''La especie andina debe ser conocida como B. unioloides H.B.K.,
mientras que el ampliamente diseminado y comin pasto salvador est3d

apropiadamente referido como B. willdenowii Kunth''.

Por lo tanto, Raven (ibid) propone:

a) llamar B. unioloides H.B.K. al conocido B. brevis Nees.
b) 1lamar B. willdenowii Kunth a la cebadilla criolla o ''rescue grass''.

Por Gltimo, como comenta Covas (1981), la nomenclatura botdnica de la
cebadilla criolla ha sido aclarada, al parecer definitivamente, por Pinto-
Escobar (1976, 1981) quien encontrd en el Museo de Paris dos ejemplares de
Bromus coleccionados por Domble en Lima, Perl, que presumiblemente han si-
do los ejemplares sobre los que Vahl describidé B. catharticus, nombre que
tiene prioridad sobre B. unioloides H.B.K. y B. wildenowii Kunth. Respecto
a la observacién de Parodi (1956), quien sefialé que la cebadilla criolla
no es purgante, como lo consigna Vahl al describir la especie ('‘Gramen
bromoides catharticum vulgo guilno'), lo que contribuia a dudar de la espe
pecie de Vahl, Cobas (ibid) sefala que en repetidas oportunidades ha reco-
gido la informacion de que la cebadilla criolla es buscada por los canes
para purgarse; ademads sefiala que uno de los nombres vulgares que dan en Co
lombia a este pasto es ''paja de perro', tal vez esté relacionado con la
cualidad que se menciona. Para los rumiantes la cebadilla no parece tener
el mismo efecto, ya que los bovinos y ovinos la consumen sin ninguna con-

secuencia (Cobas, ibid).
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Pinto-Escobar (1976, 1981) suministra la siguiente lista de sinéni-

mos para B. catharticus Vahl (Symb. Bot. 2:22.1791):

Festuca unioloides Willd. Hort. erol. 3:tab.3. 1803.

Ceratochloa unioloides (Willd). Beauv. Agrost, 75.16h4; Expl. P1.11,

Tab. 15, Fig. 7.1812.

Bromus unioloides H.B.K. Nov. Gen. & Sp. 1:151.1816.

Bromus unioloides (Willd.) Raspail, Ann. Sci. Nat. 5:439.1825.

Bromus willdenowii Kunth. Revis. Gram. 1:134,1829.

Bromus strictus Broung. Voy. Aut. Monde 2(2):45.1831.

Visto lo que antecede, comparto la opinidén vertida por Covas (1981)
que el problema de la nomenclatura de la cebadilla criolla debe conside-
rarse totalmente aclarado. Lamentablemente esta opinidn no es compartida
por Stebbins (1981) quien insiste en usar para esta especie el nombre B.
wildenowii propuesto por Raven (1960). Con ello Stebbins (ibid) parece no
reconocer el estudio y criterio de Pinto Escobar (1976, 1981), pues aunque
no lo menciona, no lo debe desconocer debido a que Pinto Escobar es copar
ticipante con Stebbins del mismo Simposio sobre Bromus donde publican ca-
da uno un criterio diferente sobre la nomenclatura de esta especie (Pinto

Escobar, 1981; Stebbins, 1981).

B. brevis Nees. ssp. brevis N.v.: ''cebadilla pampeana"

Esta especie fue descripta por Nees (En Steudel, Syn. Plant. Gram.:
326.1855). No existen problemas nomenclatoriales excepto por el uso por
parte de algunos autores del nombre B. haenkeanus (Presl.) Kunth (Enum.Pl.,
1:416, 1833). Este Gltimo nombre es un sindénimo de B. catharticus Vahl, co

como lo sefala Camara-Hernandez (1970).
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Covas (1981) ha descripto para esta especie ia subespecie festucaroides
Covas et Millot. Esta subespecie difiere de la tipica en que sus glumas,
lemmas y cariopse no estan comprimidos en sentido lateral. La compresidn
lateral mencionada es el cardcter fundamental del Subgénero Ceratochleca.
Pero dado que se encuentra toda una gama de variacidon que va desde las ca
racteristicas de B. brevis ssp. brevis hasta las de B. brevis ssp.

festucarioides, este hecho ha inducido al citado autor a considerar a es

ta Gltima como una subespecie, mas bien que una especie diferente de B.

brevis.

B. bonariensis Parodi et Camara-Hernandez. N.v.: ''cebadilla serrana'.

Especie descripta por Parodi y Cdmara-kKerndndez (Parodi,1952) en base
al ejemplar L.R, Parodi N° 10329 (9/X1/32) proveniente de las Sierras de
Curru-Malal, Prov. Buenos Aires. Los autores la mencionan como comin en
grietas himedas de los cerros.Se trataba de una especie endémica de las
sierras de La Ventana. Posteriormente, fue hallada en las Sierras de
Lihueli-Calel, Prov. de La Pampa por P. Steibel, J. Cadmara-Hernandez y C.A.

Naranjo.

B. parodii Covas et itria. N.v.: ''cebadilla intermedia"

Especie descripta por Covas e ltria (1963) énbase a ejemplares de La Pam
pa, Anguil (cultivada de granos coleccionados en El Carancho, Depto. Ultra
can). Covas (1981) sefala que esta especie ha sido hallada en suelos hime-
dos de la provincia fitogeografica del Espinal y a orillas del arroyo de
las sierras de Lihuel Calel, y-agrega que es probable que se encuentre en
otras areas de nuestro pafs donde puede haber pasado inadvertida por su si

militud con B. catharticus.
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B. Subgénero Festucoides (Coss. & Dur. ) Hackel

De este subgénero se mencionan aqui B. uruguayensis y B. brachyanthera

por ser dos especies que se estudian cromosdmica y cromatogréficamente en es
te trabajo. El problema de nomenclatura se limita al diferente nivel taxond-

mico que distintos autores dan a estas dos entidades.

B. brachyanthera Doell (en Martius, Flora Brasil., 2(3):110.1873) y

B. uruguayensis Arechavaleta (Las Gramin. Urug.:433, 1am.64.1897) han sido

mantenidas como especies distintas por Burkart (1969), pero consideradas co-
mo subespecies por Rosengurtt EE.EL’(]97O) y consideradas como variedades por

Camara-Hernandez (1970) y Longhi (1977).

3.2.2. Caracteristicas morfoldgicas

A. Caracteres considerados

Se ha realizado un estudio morfolbgico en las cuatro especies del

subgénero Ceratochloa (g. catharticus, B. brevis, B. bonariensis y B. parodii).

Para cada especie se hanestudiado principalmente los mismos individuos que
han sido usados como progenitores de los hibridos artificiales, en estudios
citogenéticos, electroforéticos y cromatograficos. Los caracteres han sido ob
tenidos del estudio de 44 ejemplares de herbario: B. catharticus (14), B.
brevis (12), B. bonariensis (8) y B. parodii (10). Los ejemplares estudiados
representan de dos a cinco localidades diferentes para cada una de las espe-

cies.
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En la Figura 3.1. A se muestra el aspecto general de cada una de las

especies e interesa con ella mostrar las diferencias que presentan en cuanto
a las inflorescencias secundarias (panojas). Corresponde aclarar que con la
finalidad de poder mostrarendicha figura todas las panojas de la planta,
en el caso de B. catharticus y B. brevis las mismas fueron unidas por un a-
nillo metdlico o atandolas con hilo de algodon. Esto Gltimo alterd un poco
el aspecto general de las inflorescencias de dichas especies, que se presen-

tan naturalmente mads expandidas radialmente.

En la Figura 3.1. B se muestra una inflorescencia primaria (espigqi

11a) de cada una de las especies citadas.

En la Tabla 3.3. se presenta la lista de los 18 caracteres considera
dos en este estudio. Los caracteres 1, 2 y 18 no han sido tomados en todos
los ejemplares estudiados en cada una de las especies. El caricter 1 (peren-
nidad) es un caracter dificil de determinar en ejemplares de herbario, pero
ha sido determinado en materiales en cultivo y es un caracter constante para
cada especie. El caricter 2 (tipo de floracién, chasmogamia-cleistogamia) a)
igual que el cardcter ! se determind en materiales cultivados y se verificd
en los ejemplares de herbario analizados. El caracter 3 (Peso de la semilla)
se lo determiné en aquellos ejenplares que estaban con frutos o en materia-
les de cultivo de la misma procedencia. Los restantes caracteres se los re-

gistrd en todos los ejemplares de herbario estudiados.

B. Estudio de taxonomia numérica

Con el propdsito de realizar una evaluacién de las observaciones mor-

foldgicas se realizd con estos caracteres un estudio aplicando técnicas de



Fig. 3.1.:

A = Aspecto general de las cuatro especies de Bromus sub-
género Ceratochloa estudiadas (Es catharticus, B. brevis,
B. bonariensis y B. parodii). Para referencia del aumento
de esta foto, el diametro de la maceta es de 22 cm.

B = espiguillas de las mismas cuatro especies.
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Tabla 3.3 Caracteres morfoldgicos considerados para cada 0TU

Cardcter y forma de tabulacidn

~N Oy W

10

12
13
14
15
16
17
18

Perenne (0), cortamente perenne (1), cortamente perenne o anual (2), a
nual o bienal (3).

Floracién exclusivamente chasmdgama (0), chasmogamia y cleistogamia
alternada (1), exclusivamente cleistégama o alternada (2).

Prefoliacidén plegada (0), plegada-convoluta (1), convoluta (2).
Nimero de nudos del raquis principal de la panoja.

Nimero total de espiguillas.

Longitud del primer internodio basal del raquis principal (mm).

Longitud del primer internodio basal de la ramificacidn del 2°nudo ba
sal del raquis principal (mm).

Nimero de ramificaciones en el 2° nudo basal del raquis principal de
la panoja.

Longitud de la espiguilla (mm).
Ancho de la espiguilla (mm).

Nimero de flores de la espiguilla (medido en la primera espiguilla ba
sal de ramificacidn del segundo nudo basal del raquis principal).

Longitud de la raquilla del ler antecio (mm) .

Longitud de la gluma (mm).

Ancho de la gluma {(mm).

Longitud de la lemma .del ler. antecio (mm).

Ancho de la lemma del ler. antecio (mm)

Longitud de la arista de la lemma del ler. antecio (mm) .

Peso de la semilla (mg).
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taxonomia numérica.

Los datos consistieron en los 18 caracteres registrados para cada
una de las cuatro especies (0TU's). Los caracteres se han tabulado como se
indica en la Tabla 3.3., usandose la media para los caracteres cuantitativos

y registrandose la moda en los de variacidén discontinua cuando fue posible.

Los datos se presentan en la matriz b3sica de la Tabla 3.4., construfl
da con los 18 caracteres y los 4 0TU's. Estos datos fueron analizados por

dos métodos de agrupamiento y uno de ordenacidn.

Métodos de agrupamiento: La distorsion de cada método fue cuantifica

da en cada uno de los dos métodos empleados (Figura 3.2.). En ambos se utili
z6 el método de agrupamiento UPGMA mientras que se usd el coeficiente de dis
tancia '"Manhattan' en uno de ellos y Distancia Taxondmica en el otro. En la
Figura 3.2. se muestran los fenogramas obtenidos. Ambos fenogramas sugieren
las mismas relaciones fenéticas, siendo el par de especies B. brevis - B.
parodii las mas relacionadas y B. catharticus la especie mas aislada. Es evi
dente, por simple comparacion visual que los dos métodos aplicados produje-

ron resultados altamente congruentes.

Andlisis de componentes principales (ACP): En base a la matriz basi-

ca de datos de la Tabla 3.4. se obtuvo una matriz de correlacién de 18 carac
teres x 18 caracteres y en base a ella se obtuvieron los Eigen-valor, porcen
taje de traza y acumulacién de porcentajes que figuran en la Tabla 3.5.. Como
puede observarse en esta Gltima tabla el 100% de la variacion de todos los
caracteres estd acumulada en los tres primeros componentes.La contribucidn
de cada uno de los caracteres a cada uno de los tres componentes estd indica-

da en la Tabla 3.6. Al analizar la Tabla 3.6. se ve que los seis caracteres
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Fig. 3.2. Fenogramas obtenidos en base a 18 caracteres morfolégicos.
Coeficientes usados: T = Manhattan, TD = Distancia Taxond-
mica. Los dos fenogramas se obtuvieron por el método de a-

grupamiento UPGMA.
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Tabla 3.5 Valores del Eigen-Valor, porcentaje de traza y a-
cumulacidon de porcentaje para cada uno de los tres

componentes principales

Porcentaje Acumulacion
Componente tigen-Valor de de
traza porcentaje
e 8,539 47, b 47,44
2° 6,669 37,06 84,50

3° 2,791 15,50 100




Tabla 3.6 Contribucién de cada uno de
los 18 caracteres a los tres

componentes principales

Cardcter Componentes
]O 20 30
1 0,899 -0,027 -0,437

2 0,717 0,472 0,514
3 0,986 0,063 0,156
4 0,686 -0,523 0,507
5 0,756 -0,652 0,067
6 0,450 0,638 -0,625
7 0,644 0,728 -0,237
8 0,287 -0,958 -0,005

9 -0,653 0,742 -0,151
10 0,812 0,555 0,182
11 -0,784 -0,233 -0,575
12 0,347 0,876 0,335
13 -0,469 0,584 0,662
14 0,954 -0,140 -0,264
15 -0,197 0,925 0,324
16 0,854 0,503 -0,133
17 -0,866 0,498 0,041

18 0,190 0,701 -0,688
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que mas contribuyen al primer componente son:

! - Perennidad

3 - Tipo de prefoliacidn

5 - Nimero total de espiguillas
10 - Ancho de la espiguilla
14 - Ancho de la gluma
16

Ancho de la lemma.

Los seis caracteres que mas contribuyen al segundo componente son:

o
|

Longitud del primer internodio basal del raquis principal

7 - Longitud del primer internodio basal de la ramificacién del
2° nudo basal del raquis principal

9 - Longitud de la espiguilla

12 - Longitud de la raquiila del ler. antecio

15 - Longitud de la lemma

18 - Peso de la semilla

Por Gltimo, los seis caracteres que mas contribuyen al tercer compo-

nente son:

N
'

Tipo de floraciodn

L - NGmero de nudos del raquis principal de la panoja

10 - Ancho de la espiguilla

12 - Longitud de la raquilla del ler. antecio
13 - Longitud de la gluma

15 - Longitud de la lemma

En la Tabla 3.7. se dan los valores de la posicion de cada OTU's



Tabla 3.7 Valor de la posicidn de cada 0TU's en cada uno de

los tres componentes principales

0TU'S
Componente
B. bona. B. brev. B. paro. B. cath.
1° -0,822 0,132 -0,151 0,841
2° 0,420 -0,809 -0,126 0,515

3° -0,233 -0,263 0,579 -0,082
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(especie) en cada uno de los tres companentes. La representacién grifica que
permite visualizar las estructuras taxondémicas que este método genera, se

pueden hacer en dos o en tres dimensiones. Las representaciones graficas bi-
dimensionales surgen de la combinacidn de a dos de los tres componentes. En

1a Figura 3.3. Ay B se muestran dos de las representaciones bidimensionales.

La representacidon grafica tridimensional se basa en la combinacidn de los

tres componentes y semuestraen la Figura 3.4,

Con este método (ACP) las relaciones entre 0TU's se establecen por su
proximidad en el espacio delimitado por los componentes; cuanto mas proximos
se encuentran, mas relacionados estan. Al analizar los dos graficos bidimen-
sionales (Figura 3.3.) y el tridimensional (Figura 3.4.) puede verse que las
cuatro especies estan todas suficientemente separadas lo que no permite esta

blecer pares con neta afinidad. No obstante, en las Figuras 3.3. Ay 3.4,

puede verse que las especies mas aisladas son B. bonariensis y B. catharticus,

en especial esta Gltima.



Fig. 3.3.

Graficos bidimcnsionales con la proyeccién de las 0TU's en
los tres componentes (I, Il y 111), tomados de a dos.

A = componentes | y |1, donde estd representada el 84,50%
de la variacion total (I = 47,44%; 11 = 37,06%).

B = componentes | y 111, donde estd representada el 62,94%

de la variacidén total (I = 47,44%; 111 = 15,50%).
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Fig.3.4 Andlisis de los componentes principales de las cuatro espe-

cies de Bromus consideradas.

Grafico tridimensional con la proyeccién de las OTU en los

tres componentes (I, Il y I11). Esta representacion expresa

el 100% de la variacidon. (1 = 47,44%; 11 = 37,06% y
I = 15,50%)
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C. Clave para la determinacidon de las especies

La siguiente clave ha sido elaborada en base a la propuesta por Covas
(1981) con algunas modificaciones sugeridas por las observaciones realizadas

en el presente trabajo.

A. Prefoliacidon convoluta. Anual o bienal. Floracidon chasmogama-cleis
togama, predominantemente cleistdgama.

E: catharticus

AA. Prefoliacion plegada o plegada con los bordes de la lamina involu

tos.

B. Artejo de la raquilla menor de 1,5 mm de longitud. Lemma con
arista generalmente menor de 0,5 mm de longitud.

B. brevis ssp. brevis

BB. Artejo de la raquilla mayor de 1,5 mm de longitud. Lemma con

arista generalmente mayor de 0,5 mm de longitud.

C. Laminas foliares plegadas, con bordes involutos (plegada-con-
voluta). Panojas con ramificaciones erguidas. Chasmégama-

cleistdgama. B. parodii

CC. Laminas foliares plegadas. Panojas piramidales con ramifica-
ciones horizontales. Flores chasmbgamas.

B. bonariensis
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3.2.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

En la seccidn 3.1.1. (p. 25) se menciona y sedfala la distribucidn del
género Bromus, que es cosmopolita. El subgénero Ceratochloa (pagina 27) es ame-
ricano y esta constituido por alrededor de 16 especies, 8 del complejo octoploi-
de B.carinatus en Norteamérica, Méjico y Centro América, y 8 especies del com -
plejo hexaploide ''B.catharticus' en Sudamérica.

A continuacidn se discute la distribucidon geogrdfica de las cuatro espe-
cies hexaploides aqui estudiadas. Los comentarios que se realizan no constitu-
yen el producto de un estudio profundo del problema, se basan sélo en algunas
observaciones propias y observaciones realizadas por otros autores (Parodi, 1949;
Soderstrom y Beaman, 1968; Burkart, 1969; Camara Hernindez, 1970; Rosengurtt et

al., 1970; Longhi, 1977; Covas, 1981; Pinto Escobar, 1981).

B.bonariensis : Originalmente esta especie fue descripta como endémica de
las sierras de Curru-Malal, Prov. de Buenos Aires (ver pagina 34). Posteriormente,
fue hallada en las sierras de Lihuel-Calel, Prov. de La Pampa y recientemente pa-
rece habérsela hallado en las sierras de Tandil (Hunziker, J.H., comunicacién per-
sonal). Esta especie tendria distribucién restringida a las sierras de las Provin-
cias de Buenos Aires y La Pampa. En las sierras se la encuentraen grietas hlmedas

conviviendo con helechos. Estaria aislada ecologicamente de las otras especies.

B.parodii: Se conoce alin poco sobre su distribucidn geografica por ser
una especie recientemente descripta (Covas y Itria, 1968). La descripcién se rea-
1iz6 en base a materiales de El Carancho, Depto Ultracdn, Provincia de La Pampa.
Los autores de la especie y Covas (1981) comentan que ha sido hallada en suelos
himedos de la provincia fitogeografica del Espinal y a orillas del arroyo de las

sierras de Lihuel-Calel, Prov. de La Pampa y agregan que se encuentra en otras
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areas de nuestro pals donde puede haber pasado inadvertida por su similitud con

§:catharticus.

B.brevis: Es una especie de amplia distribucién en las pro-
vincias fitogeograficas Pampeana, del Espinal y del Monte en la Repiblica Argen-
tina, extendiéndose hacia el sur hasta Santa Cruz, hacia el este de la Provincia
de Buenos Aires , hacia el oeste en la Prov. San Juan y haciael rorte hasta. Ju-
juy . Tambien ha sido citada para el noroeste de Sudamérica y Centroamérica en
la: provincia fitogeografica Pacifica. Tendria por lo tanto una distribucidn
disyunta. B.brevis aunque en general puede encontrarsela aislada en las zonas
mas secas de las provincias fitogeograficas mencionadas, es simpatrica con B.ca

tharticus en las zonas algo mas hdmedas.

B.catharticus : Sin lugar a duda es la especie de mayor dis-
tribucidn de las aqui consideradas. En relacidon a B.brevis, es mencs tolerante
a la sequia y esta limitada hacia el sur a las zonas himedas de la provincia fi-
togeogréfica del Monte. En cambio hacia el este se extiende hasta Uruguay y el
Sur de Brasil en la previncia fitogeografica Pampeana. Hacia el oeste
se la ha citado para el centro y norte de Chile en las provincias fitogeogra-
ficas de las Yungas y Subantdrtica. Hacia el norte se extiende hasta el noroes-
te de Sudamérica y Centroamérica. Su distribucidon parece continua desde la Repibli-
ca Aregentina hacia el norte a traves del la provincia fitogeografica del Desierto

/
en Peru.
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3.3. SISTEMAS REPRODUCTIVOS

3.3.1. Introduccidn

Las plantas superiores proveen un buen material para el estudio de la
evolucién de los sistemas genéticos que afectan el sistema reproductivo en
las poblaciones (especialmente el porcentaje de fecundacién cruzada), porque
frecuentemente existen diferentes sistemas en especies relacionadas de un
mismo género (Stebbins, 1957). En las gramineas existe una gran diversidad
de sistemas de repfoduccién sexual que van desde la autogamia hasta distin-
tos tipos de alogamia (Connor, 1979). Segiin Stebbins (ibid) un buen ejemplo
para estos estudios es el género Bromus. Algunas especies del viejo mundo co
mo B. erectus Huds. y B. inermis Leyss. son autoincompatibles y equipadas pa
ra la fecundacidén cruzada con anteras largas exertas y largos estigmas plumo
sos. Otras, particularmente las perennes del nuevo mundo como B. grandis
(Shear) Hitche., B. laevipes Shear, B. purgans L. y B. anomalus Rupr. ex
Fourn. tienen anteras largas o medianas, las cuales son usualmente exertas,
pero estas especies son autocompatibles y pueden autofecundarse. Un tercer
grupo de especies representadas por unas pocas perennes (B. ciliatus L.) y

por las anuales de los Subgéneros Bromus y Stenobromus, son regularmente au-

topolinizadas debido a sus anteras pequefias las cuales son raramente exertas;
la alogamia es en estas especies un evento raro como lo sefala Jain (1975) al
calcular un 4% de alogamia para B. mollis L. Finalmente hay un grupo de espe
cies del nuevo mundo, también autocompatibles, pertenecientes al Subgénero

Ceratochloa que alternativamente producen flores con chasmogamia (CH) con an-
teras largas exertas y estigmas largos adaptadas para polinizacidn cruzada y

flores con cleistogamia (CL) con anteras cortas en las que la autofecundacién
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es obligada (Hackel , 1906; Hauman, 1917; Ragonese y Marcd, 1941; Harlan,

1945 a).

Hackel (1906) fue quien describid por primera vez la CL en B.catharti-
cus, con anteras pequefias de 0,5-0,7 mm y lodiculas de 0,5 mm. La mayoria de
los ejemplares, observados por este autor, eran CL y unos pocos CH con ante-
ras largas hasta 3,5 mm y lodiculas de 1 mm. Hackel, clasificd a esta espe-
cie como dimdrfica con dos tipos de plantas diferentes: CH y CL y Stuckert
(1906) cita por primera vez para Argentina las dos formas de Hackel: B.

unioloides H.B.K. f. typica cleistogama Hackel y B. unioloides H.B.K. f.

chasmogama Hackel . Fue Hauman (1917) quien observé que en setiembre la flo-
racion era CH y en octubre era CL puntualizando que no se trata de una espe-

cie dimorfa sino que son plantas CL facultativas.

En B. carinatus, Harlan (1945 a) describi6 la existencia de CH y CL
en una misma planta y sugirid que la especie es CL facultativa. Serald, ade-
mis,que las condiciones ambientales Optimas para la floracidon inducian CH y
las adversas CL, que ambos tipos de flores pueden apareéer en una misma pano
ja y que morfolégicamente las flores CL difieren de las CH en que tienen re-

duccidn en el tamafo de las anteras, estigmas y lodiculas.

Ragonese y Marcd (1941) describieron detalladamente para B. catharti-
cus un sistema reproductivo semejante al de B. carinatus y sefialaron que la
primera floracidn es CH mientras las subsiguientes son CL. Posteriormente
(Ragonese y Marcd, 1943) muestran que el fotoperiodo serfa el factor ambien-
tal determinante de uno u otro tipo de floracién; fotoperiodo corto (10-12

horas) en la primera floracién induce CH. Estos mismos autores sefalaron que

la prolongacidén artificial del fotoperiodo es capaz de adelantar en dos
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semanas la floracidon e inducir la produccidon de CL en agosto. Pero la reduc-
cion artificial del fotoperiodo no fue suficiente para inducir la produccién

de CH en las segundas floraciones.

Langer y Wilson (1965) sefalan que en B. catharticus, ademas del fotg
periodo corto es necesario una alta humedad en el suelo para producir CH. Ra
gonese y Marcd (1941) y Langer y Wilson (ibid) coinciden en que el tamafo de
las anteras, filamento y lodiculas son m3s cortas en la floracion CL de B.

catharticus.

La primera floracidn en B. catharticus puede ser directamente CL omi-
tiéndose la floracién CH, sin un fotoperiodo largo que la induzca, contraria
mente a lo sefialado por Ragonese y Marcd (1943). Esto fue observado por Pé-
rez Lépez (1975) quien obtuvo CL en primera floracién sin ningdn tratamiento
fotoperiédico con sdélo atrasar la fecha de siembra hasta los primeros dias de
junio. En poblaciones naturales y en cultivo, es muy frecuente que la prime-
ra floracidn ses CL, como serda mostrado en la seccidn 3.3.3. del presente

trabajo.

Respecto al tipo de floracidn y sistema reproductivo de las otras tres

especies del Subgénero Ceratochloa (§: brevis, B. parodii y B. bonariensis)

no se han realizado estudios detallados, aunque existen algunas referencfas

gue se mencionan a continuacion.

Covas e Itria (1968) en la descripcidn original de B. parodii sefialan

que la especie posee ''Anteras hasta de 0,9 mm de long."

; los autores no indi
caron si la floracidon es CL o CH, aunque por el tamafio pequefioc de las ante-
ras probablemente la especie fue descripta en base a ejemplares CL. Poste-

riormente Covas (1981) sefala que la floracidn es alternadamente CH y CL con



anteras largas y cortas respectivamente.

En B. brevis el dnico que ha hecho observaciones criticas sobre el ti
po de floracidn fue Covas (1981), quien menciona para B. brevis ssp. brevis
""La floracidon es alternadamente chasmdogama o cleistogama; en el primer caso
produce anteras largas exertas, en tanto que en el segundo las mismas son
cortas y quedan incluidas entre las glumelas'. Para B. brevis ssp. festucaroi-
des , Covas (ibid) semala: ""En esta subespecie se observa alternancia de

chasmogamia y cleistogamia''.

Para B. bonariensis, Parodi (1962) en la descripcidn original de la
especie menciona '""Androceo de 3 estambres con anteras de 3 a 7'mm de largo'',

sin sefalar que el largo de las anteras corresponderia a floracidon CH.

En relacidn a la estructura reproductiva en poblaciones naturales de
especies del Subgénero Ceratochloa se pueden citar los trabajos de Harlan
(1945 b) en B. carinatus y los de Pérez Lépez (1975), Cladera (1979) y

Cladera y Pahlen (1984) en B. catharticus.

Harlan (ibid) presenta una hipdtesis acerca de la estructura repro-
ductiva de B. carinatus, explicando, en base a la condicidon de CL facultativa,
la existencia de enjambres de razas locales. La autogamia (CL) es la regla vy
en una poblacion local se presenta alta homocigosis, sin embargo hibridos in
terpoblacionales con alta heterocigosis ocurren ocasionalmente en panojas CH.
Por autofecundacidn posterior, esta heterocigosis es reducida y en pocas ge-
neraciones uno o muchos recombinantes de los caracteres originales pueden es
tablecerse como razas nuevas y uniformes restringidas en su variabilidad ge-

nética.

Pérez Lépez (1975) analizd la variacién para 17 caracteres morfoldgicos,
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algunos con alta heredabilidad, en plantulas y plantas adultas en tres pobla
ciones de B. catharticus, concluyendo que la variabilidad en las progenies
provenientes de floracidén CL es tan alta como la que se presenta en la proge

nie de individuos con floracidén CH.

Cladera (1979) y Cladera y Pshlen (1984) al estudiar la variacién de
esterasas en las mismas poblaciones de B. catharticus estudiadas por Pérez
Lépez (ibid) encontraron que esta especie resulta predominantemente autofe-
cundada. Vieron dos patrones, uno rapido (Est-R) y uno lento (Est-L); en la
progenie de semillas colectadas en primavera (CH) los dos patrones aparecen
en igual frecuencia y no hallaron patrones heterocigotas. Estos resultados
no coincidirian con los obtenidos por Pérez Lépez (1975) para caracteres mor
foldgicos. Los autores no discuten estas diferencias, aunque Cladera (1979)
aclara que los estudios de las esterasas se hicieron después de un ciclo de
autofecundacidn, 1o cual redujo a la mitad el nimero de posibles heterocigo-

tas.

Otros aspectos importantes sobre el sistema reproductivo de estas plan

tas pueden ser presentados al discutir las siguientes preguntas:
a) lDe qué forma puede ser estimado el grado de alogamia?

b) LEs la cleistogamia (CL) y en cierta forma la autogamia en general

una condicidn derivada?
c) iDesde un punto de vista genético, qué significado evolutivo tie-

ne la CL?

a) En relacion a la forma de estimar el grado de alogamia, Cruden (1977)

sefala que la relacién entre el nimero de granos de polen/évulos (P/o's) en
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plantas, incluyendo las gramineas, refleja el sistema reproductivo y ellas
pueden ser divididas en cinco clases que van de xendgamas con P/o's = 5860

a cleistdogamas con P/o's = 5. Como las flores de gramineas poseen un solo &-
vulo, el nimero y longitud de las anteras es un buen estimador de la rela-
cidén P/o's y refleja la variacién en el sistema reproductivo (Cruden, 1977).
Apoya esta Gltima idea el que Campbell (1982) haya encontrado una gran corre
lacién entre longitud de las anteras y el porcentaje medio de CH en nueve es
pecies de Andropogon. Por otro lado en especies en que hay alternancia de CH
y CL, es importante, para estimar el grado de alogamia, hacer una estimacidn
previa del porcentaje de CH en cada ciclo de floracidon. Este Gltimo aspecto
ha sido tenido en cuenta por Wilken (1982) al calcular el balance entre CH

y CL en Callonia grandiflora (Polemoniaceae).

b) Stebbins (1957) argumenta, con ayuda de numerosos ejemplos, inclui
do el género Bromus, que la autogamia es una condicidn derivada. Sus argumen
tos estan basados en estudios comparativos de morforlogia, distribucidon geo

grafica, sistema genético y la naturaleza de cambios mutacionales.

c) Campbell et al (1983) comentan criticamente, en base al aporte de
numerosos autores, que la autofecundacidén y la autogamia son importantes en
la limitacion del flujo génico entre poblaciones, la preservacion de combina
ciones génicas que confieren alta adaptacion a determinados ambientes, la
fructificacidn de plantas aisladas como producto de dispersidon a distancia vy
bajo condiciones adversas de polinizacidny reduccion o eliminacion del costo
de la sexualidad a través del mantenimiento de una ventaja adaptativa sobre
la asexualidad. Estos autores sefalan , ademds, que la CL (autofecundacidn [¢]
bligada en flores cerradas) intensifica las ventajas potenciales de la auto-

gamia.
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Campbell (1982) encontrd, en un estudio sobre CL - CH en once especies
de Andropogon, que los taxones con la mayor frecuencia de flores CL son tam-
bién los mis exitosos colonizadores de ambientes modificados. A conclusion se
mejante llega Cruden (1977) al analizar la adaptacién de otras plantas auto-
gamas. Campbell et al. (1983) sefialan que alrededor del 60% de las especies

de gramineas con CL son colonizadords de ambientes modificados.

3.3.2. Pruebas de autocompatibilidad

Mientras se realizaron los cruzamientos interespecificos, se hicieron
algunas pruebas para confirmar la supuesta autocompatibilidad durante }a flo
racion chasmégama (EH) en cada una de las especies. Se utilizaron bolsas de
tela de avidén, iguales a las descriptas para hibridacidon, con las cuales se
cubrieron las panojas aproximadamente una semana antes de la antesis y hasta

que los frutos se hubieran producido.

Los resultados de algunas de las pruebas se muestran en la Tabla 3.9.,
donde puede verse que todas las especies del Subgénero Ceratochloa son auto-
compatibles. La produccidn de semillas fue semejante a la de los testigos, a
los que se mantuvo con una polinizacidn abierta. En general se notdé una apa-
rente y pequefia disminucidn de produccidon de semillas en las plantas someti-
das a la prueba. Esta disminucidn puede deberse a las perturbaciones produci-
das por el embolsado de la panoja,que , al alterar las condiciones naturales

de polinizacidn, pudo disminuir la produccidon de semillas. B. brachyanthera

y B. uruguayensis, que pertenecen al Subgénero Festucoides y florecen siempre

con flores chasmdgama (CH), mostraron ser autocompatibles con elevados por-

centajes de produccién de semillas.
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En la Tabla 3.9. se muestra ademas los resultados de una prueba hecha
en B. catharticus (Cult.129/4) en diciembre, cuando la floracién es cleistd
gama (CL). La produccidén de semillas fue elevada, lo que indica la eficien-

cia de la autofecundacidn durante CL.

3.3.3. Periodos y tipos de floracidn

Durante los afios 1971 y 1980, en que se mantuvieron cultivadas las es
pecies en el jardin experimental, se ha acumulado suficiente informacidn co
mo para hacer un andlisis sobre sus periodos y tipo de floracién. Con motivo
de la realizacidon de cruzamientos artificiales y fijaciones de flores para
estudios meidticos se puso gran atencidn en l& Bﬁsqueda de la produccidn de
floracidon CH, dnica Gtil para los fines mencionados por el gran tamafo de las
anteras. En la Figura 3.5. se muestran los periodos y tipo de floracion (CH-
CL) . Es importante aclarar que los registros realizados para la confeccidén
de los periodos de la Figura 3.5. se han hecho en plantas con anteras maduras
con lo cual podria considerarse que los periodos de floracién se inician entre
2 y 3 semanas antes para cada especie. No obstante esto Gltimo, se insiste en
fijar el inicio de floracién en el momento de maduracidn de anteras (antesis)

pues es en el cual se inicia la fecundacidon en cada una de las especies.

En tres de las especies (B. catharticus, B. brevis y B. parodii) hay

alternancia de floracién CH - CL (Figura 3.5.). Dichas floraciones se produ-
cen en las mismas plantas. SGlo en B. catharticus puede ocurrir que las plan
tas inicien su floracion directamente en forma de CL , sin produccidon de CH
en la primera floracidon; la frecuencia en que ocurre este Gltimo fenbémeno se
rd discutida en el punto 3.3.4. de este Capitulo. B. brevis y B. parodii,en

cambio, siempre inician la floracién en forma de CH (Figura 3.5.). En



Fig. 3.5.

Periodos y tipos de floracidon en las cuatro especies estu-

diadas de Bromus, Subgénero Ceratochloa.Resultados de obser-
vaciones realizadas en material cultivado en un jardin expe-
rimental uniforme.La floracién chasmbgama (CH) y cleistégama (CL) se

sefalan con l1inea llena y de trazo respectivamente.
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B. catharticus, B. brevis y B. parodii, al finalizar el periodo de floracidn

CH, se han observado inflorescencias con ambos tipos de flores (CH y CL), in
cluso “entre flores de la misma espiguilla. Por Gltimo, B. bonariensis siem-
pre produce flores CH, no habiéndose encontrado nunca indicios de floracidn

CL.

Los limites propuestos en la Figura 3.5. para los periodos de flora-
cion son bastantes precisos en lo que se refiere a las floraciones CH, sien-
do excepcionales los casos en que los transgreden.En cambio son menos preci-~
sos los limites de floracién CL,pues, por ejemplo en B. catharticus se han
registrado, en determinados afos, algunos individuos. en poblaciones natura-
les con floracidon CL en marzo, abril y mayo, como también a fin de julio y

principio de agosto.

En B. uruguayensis y B.brachyanthera (Subg. Festucoides) las floracio

nes son exclusivamente CH y al menos coinciden en los meses de octubre y no-
viembre en materiales cultivados. No se han registrado con precisidén los 1imi

tes de floracidn de estas dos especies.

3.3.4. Porcentaje de chasmogamia - cleistogamia en especies de Bromus

Como ya fue mencionado en la seccion anterior B. brevis y B. parodii
se produce alternangia de CH -~ CL pero la primera floracién es siempre CH.
En B. catharticus también existe alternacia de floraciones CH- CL pero en la
primera floracién puede failar la CH, floreciendo directamente en forma CL.
Con el propdsito .de cuantificar este Gltimo fendmeno se realizd un censo en

10 poblaciones de B. catharticus en el que se registrd el porcentaje de plan

tas con floracidon CH y CL. En la Tabla 3.9. se presentan los resultados del

analisis de un total de 293 plantas con un 8,89% de CH.



68

Tabla 3.9 Porcentaje de Cleistogamia - Chasmogamia en 10 poblaciones de
B.catharticus, en la primera floracién (Septiembre, 1984). Po-
blaciones 1 a 8 = Buenos Aires; poblaciones 9 y 10 = Ciudad de

Corrientes.

Floracion Floracion Ndmero

Poblacion chasmbgama cleist6gama de plantas

% % analizadas
1 0 100 32
2 b 96 25
3 16 84 25
4 10 90 20
5 13,6 86,4 Ly
6 18 82 50
7 0 100 28
8 9,5 90,5 21
9 0 100 20
10 17,8 82,2 28

Total 8,89 91,11 293




CAPITULO 4

HIBRIDACION Y LAS BARRERAS DE AISLAMIENTO



70

44, HIBRIDACION Y LAS BARRERAS DE AISLAMIENTO

L. 1. INTRODUCCION

Las especies estan bien adaptadas al ambiente donde viven y la mayoria
de los genotipos de sus individuos ocupan cimas adaptativas (Dobzhansky,1970).
La hibridacion interespecifica y el gran intercambio y recombinacién génica
que produce, cuando los hibridos no son totalmente estériles, pueden romper
las combinaciones génicas que confieren valor adaptativo a las especies. Es-
tos hechos determinan un desperdicio gamético que disminuye el potencial re

productivo de las especies poco aisladas (Hunziker, 1978).

Las especies alopatricas, por habitar regiones no superpuestas, perma
necen aisladas por sus diferentes distribuciones geograficas. En cambio, las
especies simpatricas evitan la rotura de su integridad genética provocada

por la hibridacidn interespecifica, mediante las barreras de aislamiento.

El grado de aislamiento no es necesariamente una funcidn de la diver-
gencia genética o la distancia taxondmica, aunque se encuentra una correla-
cidén positiva en la mayoria de los casos (Levin, 1978). El interés en el co-

nocimiento de los mecanismos de aislamiento fue estimulado considerablemente

cuando se intentd organizar sistemas de poblaciones dentro de grupos
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taxondémicos, basandose en el concepto bioldgico de especie propuesto por

Mayr (1963). Segin Mayr (1963) las especies son grupos de poblaciones natura
les que pueden reproducirse entre ellas y que estan aisladas reproductivamen-
te de otros grupos similares. Si la especie y especiacidn bioldgica son des-
criptas en términos de aislamiento, entonces es esencial clasificar los meca

nismos y estudiar su efectividad.

Los mecanismos de aislamiento en plantas han sido clasificados de va-
rias maneras (Stebbins, 1950, 1958; Grant, 1963, 1981; Dobzhansky, 1970;
Solbrig, 1968; Hunziker, 1978; Levin, 1978 y otros). Estos sistemas recono-
cen esencialmente las mismas clases de barreras y las agrupan en externas
(prefertilizacion) e internas (postfertilizacién). Se presenta en la Tabla
4.1. el sistema de clasificacion propuesto por Solbrig (1968), que es uno de

los pocos que incluye el modo de reproduccidn como mecanismo de aislamiento

como ''4. Inbreeding and asexual reproduction' (4. autogamia y reproduccidn
asexual; Tabla L4.1.). Este mecanismo es también incluido y ampliamente discu-

tido por Levin (1978).

Con el término cruzabilidad, diferentes autores han expresado la fac-
tibilidad y éxito de un determinado cruzamiento interespecifico. Asi Halloran
(1981), entre otros, estima la cruzabilidad en base al porcentaje de semillas
producidas en un determinado cruzamiento. Otros autores como Khush y Stebbins
(1961), la estiman con el porcentaje de semillas hibridas que dan individuos
que llegan a la edad reproductiva y, segin estos autores, dicho porcentaje
depende de 3 componentes: a) porcentaje de semillas hibridas obtenidas en re
lacién al nimero de flores polinizadas; b) el poder germinativo de las semi-
llas hibridas y c) porcentaje de hibridos que llegaron a la edad reproducti-

va.
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Si con la cruzabilidad se pretende estimar la probabilidad real o po-
tencial de flujo génico entre las especies, deberia incluirse en su estima-
cion la fertilidad de los hibridos. Es importante tener en cuenta esta Giti-

ma etapa, pues puede ocurrir, como en los hibridos naturales Hordeum jubatum

x H. parodii (Hunziker et al, 1975) y Prosopis nigra x P. affinis (Naranjo

et al , 1984), que aunque son muy frecuentes son total o altamente estériles,
respectivamente. Segln los criterios seguidos por Halloran ( 1981) y Khush

y Stebbins (1961) entre las especies mencionadas existirfa una muy alta cru-
zabilidad pero la baja o nula fertilidad de la Fl limita el proceso de hibri
dacidén a dicha generacidn evitando la formacion de generaciones hibridas pos
teriores. En estos casos la barrera de aislamiento estd muy desarrollada en

la esterilidad del hibrido F].
En el presente trabajo se usard el término de cruzabilidad en un sen-

tido amplio, incluyendo en su estimacidn 4 componentes:
A) Porcentaje de flores que produjeron semillas hibridas.
B) Porcentaje de germinacidn de las semillas hibridas.
C) Porcentaje de hibridos que llegan a la edad reproductiva.

D) Fertilidad del hibrido, expresada en porcentaje de semillas forma-

das.

Estos componentes representan diferentes etapas del proceso de hibrida
cion y flujo génico en las cuales se pueden manifestar distintas barreras de

aislamiento entre las especies.

Cuando no se conocen o no se han encontrado hibridos naturales, el me-

dio que permite estudiar la cruzabilidad es intentar obtenerlos artificialmente.
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Muchas veces, para obtener los hibridos artificiales, es necesario salvar ba
rreras de aislamiento de prefertilizacidn tales como : diferencias en el pe-
riodo de floracion (aislamiento temporal) o diferencias en el modo de repro-
duccidén (cleistogamia -chasmogamia). En estos casos, en el momento de determi_
nar las relaciones entre las especies por medio de la cruzabilidad, deberéan
considerarse también las posibles barreras de aislamiento de prefertilizacidn,

que estardn disminuyendo la cruzabilidad real pero no la potencial.

Los estudios de cruzabilidad entre especies del género Bromus tienen
implicancias evolutivas y practicas. La facilidad de hibridarse y formar hi
bridos viables y no totalmente estériles son los requisitos para la intro-
gresion entre especies en la naturaleza, y la tra;sferencia sistematica de

genes en el mejoramiento realizado por el hombre.

La obtencidon de los hibridos artificiales es importante porque permi-
te hacer sobre ellos, ademds, otros estudios. Entre los mds importantes pue

den citarse:

a) Estudio del comportamiento meidtico de los cromosomas en el hibri-
do, lo que permite una estimacioén del grado de homologia de los genomios de

los progenitores.
b) Obtencién de alopoliploides por tratamientocon colchicina.

c¢) Estudio de la herencia de caracteres morfoldgicos, fisiologicos y

bioguimicos.

d) Iniciar planes de mejora a través de retrocruzas controladas y se-

leccidon, en plantas con interés agrondmico.

Los Gnicos antecedentes de hibridos naturales, entre las especies de
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Bromus, es la existencia de presuntos hibridos B. catharticus x B. brevis
citados por Itria (1958) para la provincia de La Pampa y por la Dra. A. M.
Planchuelo (comunicacidén personal) para ciertas regiones del Centro de Argen

tina.

En este capitulo, ademds de describir las caracteristicas morfoldgicas
de los hibridos y poliploides artificiales, se estudiardn los mecanismos de
aislamiento que determinan la cruzabilidad real y potencial de las especies

en la naturaleza.

k.2. ENUMERACION DE LOS CRUZAMIENTOS REALIZADOS E HIBRIDOS OBTENIDOS

En la Tabla 4.2. se detalla la mayorTa de los cruzamientos realizados
durante las primaveras de los afos 1971 al 1980. Los mismos fueron hechos en

el jardin experimental del Laboratorio de Genética, F.C.E.N., Bs.As.

El éxito de los distintos cruzamientos fue diferente (Tabla 4.2.). Al
gunas hibridaciones aparentan ser dificiles o imposibles de obtener como B.

parodii x B.bonariensis, B. uruguayensis x B. catharticus y B. uruguayensis x

B. brachyanthera (Tabla 4.2.). El1 cruzamiento B. parodii x B. bonariensis

o su reciproco fueron repetidos ocho veces (Ci8, €35, C38 al C43) con un to

tal de 153 flores castradas y no se obtuvo ninguna semilla hibrida.

Durante el segundo afio de vida del hibrido F] C9 B. bonariensis x B.
catharticus,al tener una primera floracién chasmbgama, se lo pudo retrocruzar
(usdndolo como madre) con B. bonariensis (Cult. 98), no obteniéndose ninguna
semilla en mas de 250 flores supuestamente polinizadas. Este cruzamiento se
realizd con el mismo método que los restantes , aunque, en este caso no se

castro al hibrido C9 por tener polen altamente inviable, como se vera mas



Tabla 4.2.

Cruzamientos

artificiales realizados

76

Cruza- . N° de N° de N" de
Progenitores lant

miento antecios semillas plantas
Femenino Masculino Fecha F
N° castrades obtenidas 1

obtenidas

1 B.cath. (129/5) x B.brev. (125/4) 1X/71 23 0 -
2 B.cath. (129/1) x B.brev. (125/8) 1X/71 18 1 1
3 B.brev. (125/11)x B.cath. (129/1) 1X/7 25 0 -
4 B.brev. (125/10)x B.cath. (129/2) I1X/71 20 0 -
5 B.bona. ( 98/3) x B.cath. ( 641 ) X/76 13 1 0
6 B.bona. ( 98/3) x B.cath. ( 642 ) X/76 7 0 -
7 B.bona. ( 98/5) x B.cath. ( 639 ) X/76 10 0 -
8 B.bona. ( 98/5) x B.cath. ( 640 )* X/76 19 0 -
9 B.bona. ( 98/2) x B.cath. ( 643 )* X/76 15 5 1
10 B.bona. ( 98/4) x B.cath. ( 644 ) X/76 26 0 -
11 B.cath. ( 642 ) x B.bona. ( 98/5) X/76 22 0 -
12 B.cath. ( 639 ) x B.bona. ( 98/3) X/76 18 0 -
13 B.paro. (634/7) x B.cath. ( 644 )* X1/76 17 1 0
14 B.paro. (634/1) x B.cath. ( 645 )* X1/76 25 4 0
15 B.paro. (634/3) x B.cath. ( 646 )* X1/76 17 0 -
16 B.paro. (634/2) x B.cath. ( 646 )* X1/76 18 1 0
17 B.paro. (634/4) x B.cath. ( 646 )* XI1/76 22 2 0
18 B.paro. (634/7) x B.bona. ( 98/7) X1/76 14 0 -
19 B.paro. (634/2) x B.brev. (636/7) X1/76 23 0 -
20 B.paro. (634/3) x B.brev. (636/1) X1/76 19 0 -
21 B.urug. (638/1) x B.cath. ( 644 ) X/76 12 0 -
22 B.urug. (638/1) x B.cath. ( 645 ) X/76 16 0 -
23 B.urug. (638/2) x B.cath. ( 645 ) X/76 15 0 -
24 B.brac. (620/3) x B.urug. (638/3) X1/76 19 0 -
25 B.brac. (620/4) x B.urug. (638/1) X1/76 11 0 -
26 B.urug. (638/7) x B.brac. (620/1) X1/77 21 0 -
27 B.brac. (620/3) x B.urug. (638/2) Xx1/77 17 0 -
28 B.brev. (842/3) x B.bona. { 98/5) X/78 19 2 2
29 B.brev. (842/3) x B.bona. ( 98/2) X/78 24 7 7
30 B.bona. ( 98/5) x B.brev. (842/4) X/78 20 2 1
31 B.bona. ( 98/5) x B.brev. (842/2) X/78 25 1 1
32 B.paro. (841/3) x B.brev. (842/3) XI1/78 25 14 14
33 B.paro. (840/4) x B.brev. (842/2) X1/78 28 11 11
34 B.paro. (635/5) x B.brev. (842/2) Xi1/78 24 3 3
35 B.paro. (840/3) x B.bona. { 98/4) Xx1/78 18 0 -
36 B.paro. (841/4) x B.cath. (908/1)* X/79 20 1 1
37 B.cath. (908/3) x B.paro. (841/4) X/73 35 5 b
38 B.paro. (840/4) x B.bona. ( 98/2) X1/79 22 0 -
39 B.bona. ( 98/5) x B.paro. (840/3) X1/79 14 0 -
Lo B.bona. ( 98/5) x B.paro. (840/3) XI1/79 36 0 -
41 B.paro. (840/5) x B.bona. ( 851 ) X1/80 8 0 -
42 B.paro. (840/6) x B.bona. ( 851 ) X1/80 21 0 -
43 .B.bona. ( 852 ) x B.paro. (840/L) Xx1/80 20 0 -

* = se utilizd polen conservado

por desecacidn y frio.
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adelante en este capitulo. Este experimento permite inferir que dicho hibrido

C9 seria también ginoestéril.

Fueron dos los hibridos F] que se trataron con colchicina, para obte-
ner sus alopoliploides: el C2 B. catharticus x B. brevis y el C9 B. bonarien-
sis x B. catharticus.Del hibrido C2 se obtuvo el alododecaploide B. cathar-
ticus - B. brevis (Cult. 144), mientras que el tratamiento del hibrido €9 fa

116 no obteniéndose la esperada duplicacidén cromosémica.

L.3. MORFOLOGIA DE LOS HIBRIDOS

En los hibridos la mayoria de los caracteres morfoldgicos cuantitativos
fueron intermedios respecto a los de los progenitores. Sin embargo, con respec-
to a varios caracteres los hibridos mostraron un fendmeno de vigor hibrido
seguramente a causa de heterosis. En general los hibridos presentaron exuberan-
cia y transgreden los limites de las lineas progenitoras, para el tamafo de la
panoja, nimero de espiguillas por panoja, nimero de flores por espiguilla, etc.

En la Figura 4.1 A se muestra el aspecto general del hibrido B.bonariensis x B.

catharticus (Cruzamiento N°9); este ha sido uno de los hibridos mas vigorosos
con panojas de mas de 1,5 m de alto. Sus espiguillas son mas grandes que las

de los progenitores, por el mayor tamafio de las flores (Figura 4.1 B). En este

hibrido el nimero de flores por espiguillas llega a 14, siendo el mdximo en sus

padres 10 y 8 respectivamente.

En las Figuras 4.2 Ay B se muestran los hibridos B.catharticus x B.bre-

vis (C2) y B.parodii x B.brevis (C33) respectivamente. Estos hibridos al igual

que los restantes, mostraron gran vigor.
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En las Figuras 4.3 A y B. se muestran los hibridos B.bonariensis x B.

brevis (C30), su reciproco (C28) y B.catharticus x B.parodii €37),su recipro-
co (C36), respectivamente. Es interesante destacar que el hibrido B.bonariensis
x B.brevis (€30) fue menos vigoroso que su reciproco (Fig. 4.3 A)., Este hibrido
(C30) es el Gnico que mostrd disminuido su vigor, probablemente por influencia
del citoplasma materno (E:bonariensis). Como serd discutido mas adelante los
dos hibridos mencionados (C30 y C28) no presentaron diferencias en su fertili-

dad ni en el comportamiento meidtico de los cromosomas.



Fig. 4L.,1. A = Aspecto general del hibrido B.bonariensis x B.cathar-
ticus (C9) y de sus progenitores; el didmetro de las mace-
tas es de 22 cm. B = Aspecto de .1as espiguillas del mismo

hibrido y de sus progenitores, en tamaifo natural.
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E:bonar. X E.cath. A
E,cath.(C9)

B.bonar. B.bonar. x B.cath. B
B.cath. (C9)

Fig. 4.1.




Fig. L.2 A = Aspecto general del hibrido B.catharticus x B.brevis
(C2) y de sus progenitores, B = Aspecto general del hi-

brido E:parodii x B.brevis (c33) y de sus progenitores.

A y B con iqual aumento, el didmetro de las macetas es

de 22 cm.



E.cath.

B.cath. x
B.brev.(C2)

E.brev.
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Fig. 4.3. A = Aspécto general del hibrido B.bonariensis x B.brevis
(€30), de su reciproco B.brevis x B,bonariensis (C28) y el
de sus progenitores. B = Aspecto general del hibrido

B.catharticus x B.parodii (C37), de su reciproco B.paro-

dii x B.catharticus (c36) y el de sus progenitores. A vy
B con igual aumento, el diametro de las macetas es de

22 cm.
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L. 4  VIABILIDAD DEL POLEN Y FERTILIDAD DE HIBRIDOS Y SUS PROGENITORES

Durante el primer afo de floracion a cada uno de los hibridos se los
cubrié con una carpa de tela de avidén blanca,durante la floracidn, para evi
tar contaminacidén con polen extrafo; de esta forma, las semillas cosechadas

en ellos constituyeron una F, por autofecundacidn. Se supone que todos los

2
hibridos son autocompatibles, porque la mayoria produjo semillas y porque
todas las especies progenitoras lo son ( ver capitulo 3, ). lgual procedi-

miento se empled para obtener la fertilidad del alododecaploide B.catharticus-

B.brevis en su primera generacién C] (Cult. 144},

En la Tabla 4.3. se consigna el porcentaje de viabilidad de polen y
la fertilidad expresada como el porcentaje de flores con semillas maduras, de
las especies progenitoras y en la primera generacidon de cada uno de los hibri

dos obtenidos.

En las especies progenitoras se midio la viabilidad de polen y la fer
tilidad, durante sus floraciones chasmégamas. En estas especies la viabili-
dad de polen varié de 76 al 93,3% y la fertilidad entre el 86 y el 97% (Ta-

bla 4.3.).

El hibrido F] C9 B. bonariensis x B. catharticus en su primer afio flo
recié en forma cleistdgama. La viabilidad del polen en este hibrido fue de

sdlo el 2,4% y la fertilidad del 0% (Tabla 4.3.). En la Figura 4.4. Ay B se

muestra el aspecto que presentan los granos de polen, tefiidos con mezcla gli

cerina-carmin propidnico (1:1), en este hibrido y en uno de sus progenitores.

En el hibrido F, C2 B. catharticus x B. brevis, tuvo una viabilidad

1
de polen de 7,9% y una fertilidad de 2,8%. En la F2 de este hibrido, la via-

bilidad de polen varid entre el 25 al 33%.El alododecaploide B.catharticus-



Tabla 4.3. Viabilidad de polen y fertilidad en semillas de los hibridos y

sus progenitores
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N° Cult. % de % de flores
Especies o hibrido o 2n viabilidad con semillas
hibrido de polen maduras
B.catharticus 129 42 86,2 97
643 L2 92 90
908 L2 93,3 98
B.brevis 125 42 79,2 89
842 42 82,4 86
B.bonariensis 98/2 L2 76 9]
98/3 L2 80,5 93
B.parodii 841/4 42 92 93
E.bonariensfs x B.catharticus c9 42 2,4 0
B.catharticus x B.brevis €2 42 7,9 2,8
B.catharticus - B.brevis 144 84 35,5 17,5
B.brevis x B.bonariensis €29 42 48 39
B.bonariensis x B.brevis €30 42 51 L2
B.parodii x B.brevis €32 L2 50 46,8
B.parodii x B.catharticus €36 L2 6 3,48
B.catharticus x B.parodii €37/2 L2 6,8 4,81




Fig. b.4. A - C = Granos de polen tefiidos con mezcla 121 de gliceri-

na y carmin propidnico al 1%.

A = B.catharticus (Cult.643).
B = F, B.bonariensis x B.catharticus (€9).

A y B = Con igual aumento.



Fig. 4.4.
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B. brevis en su primera generacidn ¢, (Cult. 144), tuvo una viabilidad de
polen del 35,5% y una fertilidad del 17,5% (Tabla 4.3.). En la generacidn
C2 se notd un relativo aumento de la fertilidad, variando en las cuatro plan

tas estudiadas (Cult. 145/1 al 4) desde 28 al 58%.

L.5. ANALISIS DE LOS MECANISMOS DE AISLAMIENTO Y ESTIMACION DE LA

CRUZABILIDAD

Al estudiar los mecanismos de aislamiento (ver clasificacién en p. 72)
entre las especies, corresponde analizar, en primer lugar, la existencia de
mecanismo de prefertilizacion. En relacidon a los mecanismos que reducen el
contacto (separacidn geografica o ecolégica) de las cuatro especies del sub

género Ceratochloa (E: catharticus, B. brevis, B. bonariensis y B. parodii)

aqui estudiadas, B. bonariensis es la Onica que se puede considerar relativa
mente aislada ecoldgicamente. Como fue mencionado en el capitulo 3 (pags.3Ly 54),
B. bonariensis se encuentra sdlo en un ambiente particular en las Sierras de

La Ventana y de Lihuel-Calel. B. catharticus, B. brevis y B. parodii, aunque
poseen preferencias ecoldgicas distintas, se las ha encontrado creciendo jun
tas,de a dos, en varias regiones de nuestro pais. Existen campos en el sur

de la provincia de Santa Fé donde crecen juntas las tres especies (Rabasa,

S.L., comunicacién personal).

En cuanto a los mecanismos que reducen la frecuencia de cruzamiento
entre las cuatro especies mencionadas, pueden citarse: a) distintos modos de
floracién (autogamia) y b) diferentes periodos de floracién. En la Figura 3.5
(p.66 ),se mostraron las diferencias entre las especies respecto a estas ca-

racteristicas. Tres de las especies producen flores chasmbgamas sdlo al
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principio de sus floraciones. Si se considera s6lo el periodode floracidn
chasmbgama, durante el cual es posible que ocurra fecundacidn cruzada, puede
verse que estos periodos son distintos y la barrera de aislamiento temporal
real se ve incrementada. Esto Gitimo es de mayor relevancia si se tiene en
cuenta que a veces puede no existir floracién chasmogama en B. catharticus.
Por lo considerado, esta ultima especie es la que se encuentra mas aislada
temporalmente de las otras y, en especial, con B. parodii ya que los perio-

dos de floracidon chasmogama de estas dos especies practicamente no se super

ponen (Figura 3.4.).

Los perfodos de floracidén han sido observados en cultivos realizados
en un jardin uniforme,los cuales coinciden con algunas observaciones realiza
das en el campo ; sin embargo, es probable que los perfodos sefialados en la

Figura 3.5. se vean modificados en ciertos ambientes.

Las barreras de prefertilizacidon existentes se han salvado al realizar
los cruzamientos artificiales. Al cultivar a todas las especies en un jardin
uniforme, se salvan las barreras ecoldgicas y geograficas. Las barreras tem-
porales también pudieron ser salvadas, por ejemplo, al tratar de obtener el
hibrido B. parodii x B. catharticus. Existia el inconveniente que B. cathar-
ticus florece, en general, mds precozmente y sbGlo la primera floracion suele
ser chasmbgama, no pudiendo ser esta especie usada para cruzamientos durante
la floracidn cleistbgama. Para salvar esta barrera, tuvo que conservarse po-

len desecado y frio de B. catharticus, el cual se usd con éxito al obtener el

hibrido €36 B.parodii x B. catharticus (Tabla 4.2.). Ademds pudo también ob-
tenerse el hibrido reciproco C37, al encontrarse una planta de B. catharticus
excepcional con floracidn chasmbgama tardia. Otros cruzamientos donde se usé

también polen conservado de B. catharticus fueron los c8, Cc9, Ci13, Clk4, C15,
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Cl6 y C17 (Tabla 4.2.).

El andlisis de los mecanismos de postfertilizacidon se lo hace baséndo
se en los resultados de los cruzamientos realizados y las caracteristicas de
los hibridos obtenidos. En la Tabla 4.4., se indica los valores obtenidos en
las 4 etapas o componentes (A, B, C y D) de la cruzabilidad en cada uno de

los cruzamientos.

En la primera etapa (A), el porcentaje de flores que produjeron semi-
llas hibridas se ve que es igual al 0% en tres cruzamientos (E:parodii x B.

bonariensis, B. uruguayensis x B. catharticus y B. uruguayensis x B. bra-

chyanthera). Esto determina, para estos cruzamientos, que la cruzabilidad
sea 0%. La causa determinante de que en estos cruzamientos no se obtengan se
millas,podria ser algln mecanismo que impida la formacidn de la cigota (aii
lamiento precigdtico) o que una vez formada exista algin tipo de interac-
cion génica que impida su desarrollo. En los otros cruzamientos la barrera
en la etapa A esta desarrollada pero es incompleta obteniéndose valores en-

tre 1,2 y 23,4%.

En la etapa B (porcentaje de germinacién de lTas semillas hibridas),
son 2 los cruzamientos que tienen valores que son muy bajos en relacidn a los
valores obtenidos en los progenitores, que varfan del 95 al 100%. Estos cru-
zamientos son B. parodii x B. catharticus y B. bonariensis x B. catharticus
con 35,7 y 16,7% respectivamente (Tabla L.4.). Esto nos mide los fendémenos
de interaccion de los diferentes genomios en la F],que provocarian
cierta inviabilidad o disminucion del poder germinativo. Es importante sefia-
lar que siempre,con la germinacidon de las semillas hibridas, se hizo germi-

nar semillas de los progenitores que, cosechadas en la misma época que las
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hibridas y en las mismas condiciones de germinacion, lo hicieron en un porcen

taje mayor del 95%.

En la etapa C (porcentaje de hibridos que llegan a la edad reproducti
va) todos los cruzamientos, cuyas semillas hibridas germinaron, presentaron

C = 100% (Tabla 4.4.).

En los 5 primeros cruzamientos (Tabla 4.4.) la fertilidad de los hi-
bridos, expresada en porcentaje de semillas maduras formadas (etapalD ) tu-
vieronvalores que variaron de 0 a 46,8%, los cuales presentan diferencias im
portantes respecto a los progenitores que variaron entre 86 y 97% para esta

caracteristica.



CAPITULDO 5

CITOGENETTICA



5, CITOGENETICA

5.1. INTRODUCCION

El género Bromus, como la mayoria de los géneros de la Subfamilia Fes-
tucoideae, posee un nimero basico x = 7 y estd constituido por series poli-
ploides en la mayoria de sus subgéneros (Stebbins, 1981). En el subgénero
americano Ceratochloa hay especies hexaploides, octoploides y dodecaploides.
No existirfanactualmente especies diplddes y tetraploides. Actualmente los
hexaploides se encuentran en Sudamérica, los octoploides en Sud y Norteaméri-
ca y los dodecaploides en Norteamérica. Stebbins y colaboradores han realiza-
do una seri; de trabajos sobre citogenética experimental en especies de este
subgénero (Stebbins, 1947 a, 1949; Stebbins y Love, 1941; Stebbins y Tobgy,
1944; Stebbins 25_213,1944; Stebbins y Walters, 1949; Hall, 1955; Walters,
1957). Encontraron que los niveles hexaploides y octoploides estaban formados
por complejos de especies. En cada uno de ellos obtuvieron hibridos entre di-
ferentes taxones y observaron que si bien mostraron meiosis regular eran alta
mente estériles. Los trabajos realizados por el grupo mencionado tuvieron co-
mo objetivo principal el establecer el origen y naturaleza de las especies ocC
toploides norteamericanas del complejo B. carinatus y, consecuentemente, es-

clarecer la compleja sistemdtica del grupo. En el siguiente diagrama se
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resumen los resultados m3s importantes.

SECT. CERATOCMLOA

B. carinatus-Trinil
B. maritimus-Trinii

1lx AABBC) €) C22,DDFELL

B. arizenicus

B. eatharticus-Trinil
12x ARBBCyCy CoC7DDEE
10x

B. carinatus
B. zargiratas
B. maritinus

8x ARDES G 1L
— r SECT. NIOERGRUS
B. cathrticns \j B. Trinit
éx unisclcl ES ) =C,0DEE
1
] )
SECT. BROMOPSIS ' !
= N p e
T 1” '
B. ano=alus . AN -7 '
B. laovipes, etc. ) 2 . i '
! @ €5 !
. 10 (ar)- -F5 -(BB)  (C)2)) (c,c) (DD}~ -X- —(EE)

Este diagrama que ha sido tomado de Stebbins y Walters (1949), muestra
las relaciones filogenéticas de especies americanas del subgénero Ceratochloa
con especies de los subgéneros Festucoides (como Bromopsis) y Neobromus. Las
dobles 1ineas muestran los origenes que fueron demostrados experimentalmente,
las lineas simples el origen dedos anfiploides artificiales y las lineas pun-
teadas el origen de especies tetraploides extinguidas y la participacidon de

ellas en el origen de los hexaploides actuales.

Stebbins y Tobgy (1944) demostraron que en los octoploides del comple-
jo B. carinatus estaban presentes los tres genomios (A B C) de B. catharticus.

Esto lo pudieron deducir por el estudio de! hibrido B. catharticus x B.carina-

tus, donde los cromosomas de B. catharticus se aparean con 2] cromosomas de

B. carinatus y forman 21 bivalentes, quedando 7 univalentes grandes (L).



Ademis observaron que B. carinatus forma 28 bivalentes (21 bivalentes media-
nos y 7 bivalentes grandes). En este trabajo los autores postularon la hip6-
tesis de que los 14 cromosomas grandes (LL) de B. carinatus podrian provenir
de una especie diploide del subgénero Bromopsis. Stebbins (1947) al poder es

tudiar el hibrido pentaploide (2n = 35) B. marginatus x B. laevipes, el que

forma 7 bivalentes grandes (LL) y 2] univalentes medianos (ABC) probé indi-
rectamente la hipdtesis antes mencionada. Con estos estudios quedaba estable
cido que los octoploides norteamericanos con formula gendmica AA BB CC LL se
originaron por alopoliploidia entre hexaploides (AABBCC) sudamericanos del
subgénero Ceratochloa y diploides (LL) del subgénero Bromopsis (actualqente

subgénero Festucoides).

Stebbins Sﬁ.Eln(lshh) al estudiar el ndmero cromosémico de los diferen
tes taxones del complejo B. carinatus, que suponfan debian ser todas octoploi
des (2n = 56) por los estudios previos (Stebbins y Love, 1941), encontraron
que B. carinatus var. arizonicus Shear, era dodecaploide con 2n = 84. En es
te mismo trabajo estudiaron el hibrido B. carinatus x B. arizonicus y sefala
ron que: a) B. arizonicus es una nueva especie, que posee 2n = 84 mientras
B. carinatus tiene 2n = 56. b) La meiosis del hibrido forma regularmente un
miximo de 7 trivalentes (+ 14 bivalentes medianos + 14 univalentes medianos +
7 univalentes grandes). Los 7 cromosomas grandes (L) de B. carinatus no te-
nian hombélogos en B. arizonicus, los 14 univalentes medianos provenian de B.
arizonicus y los 14 bivalentes medianos mostraban la existencia de dos geno-
mios al menos homdlogos (C] y CZ) entre ambas especies. c) Las evidencias
citogenéticas demuestran la diferenciacidn entre B. carinatus y B. arizonicus.
Ademas, propusieron las formulas gendmicas: B. carinatus = AA BB C]C] LL,

B. arizonicus = AA BB C,C

B. 1€ C202 DD EE. Los genomios A, B y C son originarios
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de B. catharticus y es posible que B. arizonicus los posea en forma modifica
da. d) B. arizonicus se habria originado por hibridacién y poliploidia entre
B. catharticus (o una especie relacionada) y una especie 2n = 42 con cromoso

mas medianos no pertenecientes al subgénero Ceratochloa.

El estudio de un nuevo alopoliploide entre B. catharticus y la espe-
cie hexaploide B. trinii (Gnica especie del subgénero Neobromus), realizado
por Stebbins (1949) parece haber aclarado el origen de B. arizonicus. La mor
fologia externa del alododecaploide (2n = 84) B. catharticus - B. trinii o-
frecio una fuerte confirmacion de la hipdtesis propuesta por Stebbins et al
(1944). Este alododecaploide tiene el mismo nimero cromosdmico que B. arizo-
nicus y difiere de esta Gltima en algunos caracteres morfoldgicos. Estas di-
ferencias morfoldgicas serian las mismas que distinguen a B. catharticus de
B. brevis (citada como B. hankeanus). Esta, segin Stebbins (1949), es una
buena razén para proponer que B. arizonicus se origind por alopoliploidia a

partir delhibrido entre B. brevis y B. trinii.

Stebbins (1947 a) menciona que existe una especie octoploide

(2n = 56), del subgénero Ceratochloa, en Sudamérica y dicha especie es B. pi-

tensis. Stebbins (ibid) luego del estudio del hibrido B. pitensis x B. margi-

natus sugiere que B. pitensis tiene un origen semejante al de los octoploides
Norteamericanos. B. pitensis perteneceria al subgénero Festucoides y no a

Ceratochloa segin Pinto Escobar (1976) y Planchuelo (1983).

En la Tabla 5.1. se consignan los recuentos cromosbmicos previos en
las especies de Bromus estudiadas en el presente trabajo. Sobre algunas de
ellas se han hecho estudios de la morfologia cromosdmica (Schulz-Schaeffer,

1960; Schulz-Schaeffer y Markarian, 1957; Schifino y Winge, 1983).



Tabla 5.1. Recuentos y estudios cromosoOmicos previos.

Especie n 2n Autor
B.catharticus Vahl 42 Stebbins & Tobgy, 1944.
Hall, 1955,
Schulz-Schaeffer, 1960.
Schulz-Schaeffer & Markarian, 1957,
comoB.unioloides H.B.K. L2 Bowden & Senn, 1962.
21 42 Fernandes & Queiros, 1969.
21 Mehra & Sharma, 1975.
21 42 Naranjo, 1976, 1978.
L2 Schifino & Winge, 1983.
B.brevis Nees ssp.brevis L2 Covas & Schnack, 194€.
42 Covas, 1981.
21 L2 Naranjo, 1976, 1978.
42 Schifino & Winge, 1983
comoB.haenkeanus (Presl.)Kunth 42 Schulz-Schaeffer, 1960,
Schulz-Schaeffer & Markarian,1957.
Hall, 1955.
B.brevis Nees ssp.festucarioides
Covas et Millot L2 Covas, 1981.
B.parodii Covas et itria 42 Covas & lItria, 1968
21 42 Naranjo, 1982.
L2 Schifino & Winge, 1983.
B.bonariensis Parodi et Cam.Hern. 21 42 Naranjo, 1979.
42 Schifino & Winge, 1983.
B.brachyanthera Doell 21 Quarin, 1977.
B.uruguayensis Arech. 42 Myers, 1947.
comoB.brachyanthera
var. uruguayensis 42 Schifino &€ Winge , 1983.
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B. catharticus y B. brevis poseen un cariotipo formado por cromosomas con
centromero mediano (Ep o submediano (EEQ y todos de tamafio semejante. Schulz-
Schaeffer y Markarian (1957) describen cuatro pares de cromosomas con satéli-
te (SAT)en B. catharticus y cuatro pares en B. brevis, y sefialan que ellas
difieren en tres de dichos pares SAT. Schulz-Schaeffer (1960) establece las
relaciones de estas dos especies con otras del género Bromus en base a las
diferencias en los cromosomas SAT. Schifino y Winge (1983) describen un ca-
riotipo semejante para B. catharticus, pero encuentran un solo par de cromo-
somas SAT, y la presencia de 2 cromosomas B en ;Igunos de los individuos es
tudiados. Esta Gltima observacidén indica que existe cierta variacién en los
cromosomas SAT en B. catharticus, o por lo menos en la manifestacion de los
mismos. Por otro lado, la gran simetria y uniformidad del cariotipo de estas
especies, en cuanto a la posicidon del centrdomero (cromosomas m en su mayoria)
y de tamafio semejante, hace dificil poder detectar las pequefias diferencias

que pudieran existir.

Stebbins (1949) y Hall (1955) han estudiado dos individuos presumible
mente hibridos B. catharticus x B. brevis (como B. catharticus x B. haenkea-
223) obtenido-a partir de individuos de poblaciones adventicias de estas es
pecies introducidas en California. Estos individuos FI mostraron un aparea
miento perfecto con formacidn de 21 bivalentes en las 20 a 25 células en me
tafase | estudiadas en cada individuo y encontraron sGlo un 3% de anafases |
con rezagados; no obstante los hibridos fueron altamente estériles. Naranjo
(1978) en un estudio de un nuevo hibrido (B. catharticus x B. brevis) entre
individuos de poblaciones naturales, con la finalidad de estudiar un mayor
niGmero de células en meiosis, encontrd una serie de irregularidades meidti-

cas que pueden justificar, en gran parte, la esterilidad del hibrido.
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Desde hace mas de diez afos, se han intensificado los estudios del
contenido de ADN nuclear por ser éste un caracter importante para ponderar
las diferencias entre genomios. Existen fuertes evidencias de variacidn del
contenido de ADN nuclear entre especies relacionadas con igual nimero de cro
mosomas e incluso con alta semejanza de sus cariotipos (Furuta, 1975; Nara-
van y Rees, 1977; Seal y Rees, 1982; Naranjo y Poggio, 1983; De Azkue y Mar-
tTnez, 1984). Varios autores han encontrado que existe una asociacidn positi
va entre contenido de ADN y volumen nuclear (Baetcke et al., 1967; Edwards y
Endrizzi, 1975). Sin embargo especies que difieren en el contenido de ADN
pueden tener volumen nuclear semejante si difieren significativamente en el
contenido de heterocromatina. Esto se debe a que en la heterocromatina el por
centaje de ADN es mayor que en la eucromatina. Un ejemplo de este Gitimo caso
es el encontrado en el género Bulnesia (Poggio et al., 1984; Poggio y Hunzi-
ker, enviado para publicar). En Bromus se han hecho algunos estudios sobre el
contenido de ADN en algunas especies hexaploides mostrando diferencias que se-
rian significativas (Bennett y Smith, 1976; Bennett et al., 1982: Schifino y
Winge, 1983).

Con el propbsito de establecer las diferencias citoldgicas entre los

genomios de las cuatro especies del subq, Ceratochloa (E, catharticus, B.

brevis, B. parodii y B. bonariensis), se estudian en este capitulo:

a) El comportamiento meidtico de los cromosomas en las especies e hi-

bridos.

b) E1 volumen y el contenido de ADN nuclear en las cuatro especies.
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5.2. COMPORTAMIENTO MEIOTICO EN PROGENITORES, HIBRIDOS Y POLIPLOIDES

5.2.1. £4 B. catharticus x B. brevis (C2) y su alododecaploide (Cult.

144)

A) Hibrido artificial F, (C2)

Los resultados del estudio del comportamiento cromosdmico en diacine-
sis y metafase | de los progenitores y del hibrido Fl estan detallados en la

Tabla 5.2 . En las Figuras 5.1. y 5.2. se ilustran los estados meiéticos de

las especies y del hibrido. Estos resultados fueron comunicados y discutidos
por Naranjo (1976). Las especies progenitoras tienen meiosis regular forman-
do 21 bivalentes (1) cerrados con frecuencia de quiasmas por célula muy si_

milar, no siendo significativa sus diferencias (Figuras 5.1. Ay B). El res-

to de los estados meidticos son totalmente regulares en ambas especies.

El hibrido F] difiere de las especies progenitoras en una serie de e-
ventos del compcrtamiento meidtico de sus cromosomas. Aunque aparecen diaci-
nesis y metafases | con 21 bivalentes, la mayoria de ellas presentaron de 2

a 6 univalentes (Tabla 5.2., Figuras 5.1. C-H). La diferencia entre el hibri-

do y B. brevis es, por ejemplo, significativa con respecto a bivalentes cerra
dos (t = 25,06; p<0,001) y de quiasmas por células ( t = 12,58; p < 0,001).
En prometafase - metafase | se presentd un cuadrivalente o un trivalente en

el 5% de las células (Tabla 5.2., Figuras 5.1. Ey F). En la mayorfa de las

metafases o prometafases que mostraron bivalentes abiertos, se detectd que

uno de ellos es heteromorfo para la posicidn del centrémero (Figuras 5.1. D vy

E). En metafase | los univalentes se ubican fuera de la placa ecuatorial y

en general con reparticién desbalanceada (Figuras 5.1. G y d). En un 4,5% de
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las metafases| se forman husos multipolares y varias placas ecuatoriales.

En la Figura 5.1. | se muestra una metafase | con dos placas y un huso tripo

lar; el alto contraste de la fotomicrografia no permite visualizar las fibras
del huso, que pudieron ser observadas al microscopio. En la anafase | el 15%
de las células tuvieronun puente, 36% presentaron 1-3 rezagados (Figura 5.2.A),
49% fueron normales (total de células estudiadas = 95). En telofase | el

38% de las células presentaron 1-4 micronicleos (Figura 5.2. B). En anafase-

telofase |1, el 33% tuvieron 1-8 rezagados, 12% 1-3 puentes dineocéntricos]

(Figura 5.2. C y D), 55% fueron normales (total de células estudiadas = 52).

De un total de 135 tetradas (telofase I1) 37% tuvieron 1-5 micronicleos, el

resto aparentaron ser normales.

] = Los puentes dineocéntricos se originan por la activacidn de neocentrdme-
ros terminales o subterminales. Han sido observados anteriormente en B.
carinatus y B. trinii x B. carinatus (Walters, 1957) y en otros hibridos

de Hordeum, Agropyron y Phalaris (Hunziker y Maumids, 1964).
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Fig. 5.1.

p-4
n

[oo)
n

B. catharticus (Cult. 129), diacinesis con 21 biva-
lentes cerrados.

B. brevis (Cult. 125), diacinesis con 21 bivalentes
cerrados.

= Hibrido F, B. catharticus x B. brevis (c2).
Diacinesis con 21 bivalentes (3 abiertos).
Prometafase | con 20 bivalentes + 2 univalentes; 2
bivalentes abiertos, uno de ellos es heteromorfo y

se lo sefiala con una flecha.

Prometafase | con 19 bivalentes + 1 cuadrivalente,

la flecha sefala un bivalente heteromorfo.
Prometafase | con 18 bivalentes + | trivalente + 3
univalentes.

Metafase | que muestra 6 univalentes , el resto son
bivalentes.

Metafase | que muestra 4 univalentes, el resto son
bivalentes.

Metafase | con huso tripolar y doble placa ecuatorial

(21 bivalentes)

con igual aumento, indicado en C.
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Fig. 5.1,




Fig. 5.2. A - D = Hibrido Fy B.catharticus x B.brevis (c2).

A = Anafase | con un puente y dos univalentes rezagados.

B = Telofase | con dos micronicleos.

C = Anafase |l con varios rezagados y varios puentes di-
neocéntricos incipientes debido a 1a accién de los
neocentromeros.

D = Telofase |1 con un puente dineocéntrico y un rezagado.

Todas con igual aumento.
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Fig. 542.
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B) Alododecaploide artificial B. catharticus - B. brevis (Cult. 144)

Las configuraciones meiOticas en diacinesis - prometafase | se indican

en la Tabla 5.2. y se ilustra con dos diacinesis tardias en las Figuras 5.4.

C y D. En las 23 diacinesis - prometafases | estudiadas se observd variacidn
de 4 a 7 cuadrivalentes (X = 5,63 = 0,24) siendo el resto bivalentes, la ma-
yoria cerrados. En metafase |, si bien no fue posible estudiar en detalle las
configuraciones cromosémicas sobre la placa, se vio que el 31% fueron norma-
les y el 71% presentaron 1 a 5 univalentes fuera de la placa (41 células es-
tudiadas). Estos univalentes se habrfan originado por desinapsis o terminal i
zacién precoz de los quiasmas. En el 83% de dichas metafases | se observd |
cuerbo nuclear (NB) en uno de los polos. En 17 telofases | estudiadas, 6 fue
ron normales (35%) y en 11 se vieron 1 a 2 micronicleos (75%). De 52 tétradas

32 fueron normales (61%) mientras que 20 presentaron de 1 a 5 micronicleos

(38%).

Con referencia a los cromosomas somdticos de este alododecaploide, se

realizaron las siguientes observaciones (Figuras 5.4. A y B): Su cariotipo

estd compuesto por 84 cromosomas m o sm. Se pudieron identificar dos tipos
de cromosomas con satélites (dos pares de cada uno) que son mostrados en de

talle en la Figura 5.4. B. Ambos tipos son cromosomas m, uno de ellos posee

la constriccidon secundaria proximal en el brazo corto, dando origen a un sa-
télite lineal; el otro posee una constriccidn secundaria subterminal en el

brazo largo con microsatélite terminal. En las seis metafases mitoticas don-
de se pudieron estudiar los 8k cromosomas, se observé un méximo de 4 cromoso
mas con satélite de cada uno de los dos tipos, o sea se observd un miximo de

8 cromosomas con satélites.



Fig. 5.4. A - C = Alododecaploide artificial B. catharticus -

B. brevis (Cult. 144).

b -
1l

Metafase mitdtica en dpice de raiz, con 2n = 84.

(=]
]

Detalle de los dos tipos de cromosomas con satélites
(sefialados con flechas).

C y D= Diacinesis con 25 bivalentes + 6 hexavalentes,
las flechas sefialan los cuadrivalentes.

Cy D con igual aumento.
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Fig. 5.4.
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5.2.2. £4 B. bonariensis x B. catharticus (C9)

Parte de los resultados citoldgicos se resumen en la Tabla 5.3. y en

las Figuras 5.5. y 5.%. se muestra el comportamiento meiStico de las espe-

cies progenitoras y del hibrido. Estos resultados fueron publicados previa-
mente (Naranjo, 1979). Al comparar el comportamiento meidtico de la linea de
B. catharticus (Cult. 643) usada en la obtencidén de este hibrido (Tabla 5.3.),
con la linea (Cult. 129) usada para obtener el hibrido C2 (B. catharticus x

B. brevis, Tabla 5.2.), se vidé que no existen diferencias significativas en-

tre ellas para frecuencias de bivalentes cerrados (t = 0,87; p > 0,2) y fre-
cuencia de quiasmas por célula (t = 0,68; p > 0,4). La meiosis de los proge-
nitores del presente hibrido fue totalmente regular y no presentaron diferen

cias significativas en el comportamiento meidtico entre ellas (Figura 5.5. A

a D).

El hibrido B. bonariensis x B. catharticus presentd meiosis bastante
regular aunque mostrd varias diferencias en su comportamiento en relacion a
sus progenitores. La F] mostrd en diacinesis - metafase | 21 bivalentes (fi;
gura 5.5. E.) en la mayorTa de las células, aunque aparecieron de 2 a 4 uni-

valentes en alrededor del 10% de las células (Figura 5.5. F). Al comparar es

te hibrido con sus progenitores, presentd diferencias significativas respecto
a la frecuencia de bivalentes cerrados y a la frecuencia de quiasmas por célu
la; comparando con B. catharticus para bivalentes cerrados t = 16,01;

p < 0,001 y para quiasmas t = 7,9; p < 0,001.

Se estudiaron 50 células en Anafase | del hibrido, de las cuales 49

presentaron una segregacidén aparentemente normal (21-21, Figuras 5.6. Ay C)

y en sdlo una de ellas (2%) se observé una segregacién anormal 20-22
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(Figura 5.6. B). En tres de dichas Anafases | (6%) se observd un puente di-

céntrico (Figuras5.6. A, C y D). En Telofase | y Il en el 4-5% de las células

se encontraron 1 a 3 microndcleos (Figuras 5.6. E y F).
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Fig. 5.5. A - B = B. bonariensis (Cult. 98/2), diacinesis.
A = 21 bivalentes (19 cerrados).
B = 21 bivalentes (20 cerrados).
C - D=B. catharticus (Cult. 643), metafases I.
C = 21 bivalentes (20 cerradds).
D = 21 bivalentes (18 cerrados).
E-F= FI B. bonariensis x B. catharticus (c9), metafa-
ses |.
E = 21 bivalentes (20 cerrados)
F = 20 bivalentes + 2 univalentes (18 bivalentes cerra-

dos), las flechas sefialan los univalentes.

Todas con igual aumento.
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Fig. 5.6. A - F = ﬁl B.bonariensis x B.catharticus (C9).

>
'

D = Anafase |.

A y C con segregacion nomnal 21 - 21.

B = con segregacion 20 - 22, la flecha sefiala un cromoso-
ma fuera de huso,

A, By C = con presunto puente dicéntrico.

E Telofase | con 3 micronacleos.

F = Tetrada (telofase 11) con 2 microndcleos.

Todas con igual aumento.
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Fig. 5.6.
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5.2.3. 54 B. parodii x B. catharticus (C36) y B. catharticus x B.

parodii (C37/2)

Los resultados del comportamiento cromosémico en diacinesis - metafa-
se | de los progenitores e hibridos se detalla en la Tabla 5.4.. En la Figu-

ra 5.7. se ilustra el comportamiento de los cromosomas meibticos en estos hi

bridos.

La lTnea de B. catharticus (Cult. 908), progenitora de estos hibridos,

presenta una meiosis totalmente reqular, con formacidn de 21 bivalentes y
tiene comportamiento para bivalentes cerrados y quiasmas muy semejante al de
las otras dos lTneas de B. catharticus estudiadas (Cult. 129 y 643; Tablas
5.2. y 5.3.). Por lo tanto las tres lineas de B. catharticus estudiadas tie-
nen comportamiento meidtico semejante. El otro progenitor, B. parodii (Cult.
841/4), forma siempre 2] bivalentes y tiene una frecuencia de bivalentes ce-

rrados y de quiasmas muy semejante a B. catharticus (Tabla 56.4.), siendo el

resto de su meiosis totalmente regular.

Los hibridos B. parodii x B. catharticus (C36) y su reciproco B.
catharticus x B. parodii (C37/2) mostraron una meiosis muy regular, formando

en la mayorTa de las células 21 bivalentes (Tabla 5.4.,Figuras 5.7. B y C).

En sélo dos células (de 83 estudiadas) B. parodii x B. catharticus (C36) pre

sentd 1 cuadrivalente + 19 bivalentes (Figura 5.7. A). Ambos hibridos presen-

taron muy pocas células con 20 bivalentes + 2 univalentes (Figura 5.7. D;

Tabla 5.4.). En relacidn a la frecuencia de bivalentes cerrados y de quiasmas,
los hibridos no mostraron diferencias significativas entre ellos (bivalen-
tes cerrados, t = 0,83, p < 0,2; quiasmas t = 0,71, p < 0,4)., Al comparar es

tos hibridos con sus progenitores, respecto a estos parametros, se observo
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que no son significativas las diferencias, aunque los hibridos presentan un

poco de mayor variacidn (Tabla 5.4.).

En anafase-telofase | de los hibridos, se vido con baja frecuencia la

produccidn de 1 puentedicéntrico con un fragmento acéntrico (Figuras 5.7. G

y H). También se observdé en algunas anafase | rezagados dividiéndose ecua-

cionalmente (Figura 5.7. F.). En B. parodii x B. catharticus, de un total de

LY anafases | estudiadas, sGlo una presentd | puente y 1 fragmento; y en un
total de 83 telofases | en sdlo dos se vid | puente + 1 fragmento. En este
hibrido, por lo tanto, sélo el 2,36% de las anafases-telofase | manifiestan
| puente + |1 fragmento . En el hibrido B. catharticus x B. parodii sélo se

observé 1 puente + 1 fragmente (Figura 5.7. H)en el 2,74% de las 73 anafa-

ses-telofases | estudiadas.
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Fig. 5.7. A

H=F, B. parodii x B. catharticus (c36).

Diacinesis con 19 bivalentes + 1 cuadrivalente.
Diacinesis con 21 bivalentes cerrados y 43 quiasmas.
Metafase | con 21 bivalentes cerrados y 42 quiasmas.
Metafase | donde son visibles dos univalentes.
Anafase | con un puente dicéntrico. No se observé
fragmento.

Anafase | con dos rezadados; producto de divisidn e-
cuacional de un univalente.

Anafase | con un puente dicéntrico y un fragmento a-
céntrico.

Fl B. catharticus x B. parodii (C37/2), telofase |

con un puente dicéntrico (aparentemente ya cortado)

y un fragmento acéntrico.

Todas con igual aumento.
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5.2.4, 54 B. brevis x B. bonariensis (C29)4y B. bonariensis x B.

brevis (C30)

El comportamiento cromosdomico en diacinesis-metafase | de los hibridos

y progenitores se detalla en la Tabla 5.5. y se ilustra en la Figura 5.8..

El origen del progenitor B. bonariensis (Cult. 98/3)usado en los pre-

sentes hibridos, es el mismo que en el hibrido B. bonariensis x B. catharti-

cus (Tabla 5.3.). En este caso se usd otro individuo (Cult. 98/3) cuyo com-

portamiento meidtico es regular formando 21 bivalentes (Tabla 5.5.) y no di-
fiere significativamente para frecuencia de bivalentes cerrados y quiasmas
del otro individuo estudiado (Cult. 98/1, Tabla 5.3.). B. brevis (Cult.842,

Tabla 5.5., Figura 5.8. A) posee meiosis regular y su comportamiento meidti-

co es muy semejante al de otro origen de esta especie (Cult. 125, Tabla 5.2.,

Figura 5.1. B).

Los hibridos (C29 y C30) poseen meiosis bastante regular formando 21

bivalentes en el 96,5% de las diacinesis -metafases | (Tabla 5.5.; Figura

5.8. C) y 20 bivalentes + 2 univalentes en el 3,5% (Figura 5.8. D). Estos

hibridos no presentaron, entre si, diferencias significativas para frecuen-
cias de bivalentes, bivalentes cerrados y quiasmas por célula (t = 0,68, 0,87
y 0,10 respectivamente, p siempre > 0,4). Al comparar estos hibridos con sus
progenitores sdlo se encontrd que es significativa la diferencia entre ellos
y cualquiera de sus progenitores respecto a la frecuencia de bivalentes ce-

rrados (t = 2,41, p < 0,02).

En el hibrido (C29) de las 65 células estudiadas en anafase |, el
12% presentaron | a 2 rezagados y el resto fueron aparentemente normales

(Figura 5.8. £.). En Telofase |, este hibrido, presentd | a 2 rezagados en
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el 8,6% de las 129 células estudiadas (Figuras5.8. F y G) siendo el resto
aparentemente normales. En Telofase Il el %8% presentaron de | a 4 rezagados

(Figura 5.8. H), el resto de las 138 células estudiadas fueron aparentemente

normales.
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Fig. 5.8. A

H

B. brevis (Cult. 842), diacinesis con 21 bivalentes

cerrados y 43 quiasmas.

B. bonariensis (Cutt . 98/3), diacinesis con 21 biva-

lentes cerrados y 42 quiasmas.

H=F, B. brevis x B. bonariensis (c29).

Diacinesis con 21 bivalentes (18 cerrados ) y 39

quiasmas.

Prometafase | con 20 bivalentes + 2 univalentes.

Anafase | aparentemente normal.

G = Telofases |

Con 4 rezagados, resultantes de divisién ecuacional
de 2 univalentes.

Con 2 rezagados, producto de divisidon ecuacional de

1 univalente.

Telofase 1l con 4 micronicleos.

Todas con igual aumento.
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5.2.5. fq B. parodii x B. brevis (C32)

En la Tabla 5.6. se muestra el comportamiento meiético en diacinesis-

metafase | del hibrido y en la Figura 5.9. se ilustran algunas de las irregu

laridades de su meiosis.

El comportamiento meidtico de los progenitores es regular (E: parodii,

cult. 841; B. brevis, cult. 842) y ya fue descripto en las Tablas 5.4, y 5.5.

Los mismos no presentaron diferencias significativas para bivalentes cerra-

dos (t = 0,13, p > 0,5) y para quiasmas por célula (t = 0,79, p > 0,2).

Este hibrido presenta una meiosis relativamente reqgular formandose en
diacinesis - metafase I, 21 bivalentes en el 88,9% de las células estudiadas,
presentando 20 bivalentes + 2 univalentes & 19 bivalentes + 4 univalentes en

sélo el 11,4% (Tabla 5.6., Figuras 5.9. A-C). Comparando esta F, con cualquie

ra de sus progenitores, presentd disminucionsignificativa en la frecuencia de
bivalentes cerrados (t = 2,39, p < 0,02) y en la frecuencia de quiasmas

(t = 4,93, p < 0,001). En Anafase | de 61 células analizadas, 54 fueron apa-
rentemente normales (88,52%), 6 (6,56% presentaron | a 3 rezagados y 3 (4,92%)

presentaron 1 puente sin fragmento visible (Figura 5.9. D). En Telofase |,

de 64 células analizadas, 57 fueron aparentemente normales (89,07%) y 7

(10,94%) presentaron de 1 a 5 micronGcleos. En los estados Il también se ob-
servaron ciertas irregularidades meidticas. En Anafase - Telofase Il de 84

analizadas el 12% presentd de 1 a 8 rezagados (Figura 5.9. E) yel resto fue-

ron aparentemente normales. De 210 tetradas estudiadas el 9,87% presentaron

de 1 a 5 microniGcleos (Figura 5.9. F).
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Fig.5.9.

A-F =F, B.paradii x B.brevis (C€32/1).

Metafase |.

>
'

o
0

Ay C = Con dos univalentes, el resto bivalentes.

B = Con cuatro uniyalentes, el resto bivalentes.

D = Anafase | con un puente dicéntrico sin fragmento
acéntrico visible.

E = Telofase Il con varios rezagados.

F = Tetrada con 4 microndcleos.

Todas con igual aumentto.
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5.3. CONTENIDO DE ADN, AREA Y VOLUMEN NUCLEAR

Se estudid la variacidn intra e interespecifica del contenido de ADN,
area y volumen nuclear en las cuatro especies del subgénero Ceratochloa ana-
lizadas en este trabajo. Con tal fin se estudiaron tres o cuatro individuos
de dos o mas procedencias distintas de cada una de las especies. Al elegir
las distintas procedencias de cada especie se trato de estudiar poblaciones
que distaran no menos de 200 Km; asi para B. catharticus se estudiaron pobla
ciones de Buenos Aires (Cult. 911) y de Entre Rios, Gualeguaychd (CAN N°572).
De B. bonariensis se estudiaron las dos procedencias, hasta ahora conocidas,
Sierra de La Ventana, Provincia de Buenos Aires (Cult. 98) y Sierras de Li-
huel-Calel, Provincia de La Pampa (Cult. 015). De B. brevis, se estudid una
poblacidén de Sierra de La Ventana, Provincia de Buenos Aires (CAN N° 709) y

una de Anguil, Provincia de La Pampa (Cult. 845).

En la Tabla 5.7. a, se pueden ver los resultados obtenidos]. Al rea-

lizar un andlisis de varianza entre las réplicas (individuos) de cada una de
las procedencias de las distintas especies, se encontrd que no presentaban
diferencias significativas, considerdndose globalmente los datos para el cdl-
culo de la media de cada una de las procedencias. Las diferencias entre las
distintas procedencias de cada especie y entre especies, se estudiaron me-

diante ANOVA. En la Tabla 5.7. b se presentan los resultados de dicho anali-

sis y se puede ver que no hay diferencias significativas entre las diferen-

tes procedencias de una especie, siendo en cambio significativas las diferen

| = La parte experimental fue realizada en el Centro de Biologia Celular del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, Espafa. Estos re

sultados fueron ya comunicados (Naranjo, 1984).
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cias entre especies. En la Figura 5.10. se representan los histogramas de va

riacidon del contenido de ADN en cada una de las especies.,

En la Tabla 5.7. a se presentan también las &reas y el volumen nuclear

medio para cada una de las especies, siendo significativas las diferencias.

No se encontrd diferencias significafivas entre las medias de area y volumen

nuclear de distintos individuos de una especie. Como las mediciones fueron he
chas en distintos preparados para cada uno de los individuos, lo anterior es

taria indicando que la técnica no influyé variando el area y volumen, quizas

debido a que los nicleos poseen suficiente elasticidad para no deformarse en

forma irreversible por efecto del peso del cubreobjeto.

En la Figura 5.11. se representa la correlacion entre el contenido de

ADN y volumen nuclear, siendo el coeficiente de correlacidén r = 0,965.
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Fig. 5.10 Histogramas de variacién del contenido de ADN nuclear 2C
expresado en picq/gramos._En cada especie se representan
los 120 a 160 nicleos medidos. Las flechas sefalan el va-

lor medio de cada especie.
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Fig. 5.10.



Fig. 5.11 Regresidn entre el contenido de ADN y el volumen nuclear
para cada una de las cuatro especies del subg. Cerato-
chloa estudiadas. Los puntos representan los valores
medios de estos caracteres para cada una de las espe-
cies. La ecuacién de regresidn es y =-3.47 + 2.15 y

el r = 0.965.
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6. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SEMINALES Y CROMATOGRAFIA
DE COMPUESTOS FENOLICOS

6.1. INTRODUCCION

En el estableci iento de las relaciones filogenéticas es muy importan
te analizar los fenotipos bioquimicos. Esto puede realizarse por medio de es
tudios de compuestos macro - micromoleculares. En vegetales ha sido muy uti-
lizada la electroforesis de proteinas seminales totales e isoenzimas, y cro-

matografia de compuestos fendlicos.

La utilidad de los espectros electroforéticos de proteinas seminales
en estudios taxondmicos y evolutivos ha sido analizada y destacada por Ladi-
zinsky y Hymowitz (1979). Los autores analizan los aportes que se hicieron
desde los trabajos pioneros de Hall (1959, 1964), Hall y Johnson (1963),
Johnson y Hall (1965), Fox et al. (1964), Vaughan y Waite (1966) y Hunziker
(1966, 1967) hasta la fecha de su revisidon. En ese lapso, en alrededor de un
centenar de trabajos se realizaron estudios electroforéticos de proteinas se
minales en m3s de 45 géneros correspondientes a 13 familias. Estos estudios
se intensificaron cuando Fox et al (1964),y Johnson y Hall (1965) adoptaron,
por su mayor resolucidn,el uso de geles de poliacrilamida propuesto por

Raymond y Wang (1960) en reemplazo de los de almiddn.
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Una de las caracteristicas m3s importantes de los perfiles electrofo-
réticos de proteinas seminales es su alta estabilidad. Como lo seifala Ladi-
zinsky y Hymowitz (1979), ésto se ha probado particularmente entre plantas
cultivadas en las cuales un gran nimero de plantas han podido ser analizadas.
En plantas cultivadas muestras provenientes de diferentes areas geograficas
y adaptadas a diferentes zonas ecoldgicas poseen esencialmente los mismos
perfiles electroforéticos (Johnson, 1972, 1975; Ladizinsky y Adler, 1975; vy
otros). Ademas, la composicidn de las proteinas seminales son altamente esta
bles y es muy poco afectada por las condiciones ambientales o las fluctuacio
nes estacionales (Adriaanse et al.,1969; Gray et al.,1973); incluso la edad
de las semillas maduras no parece afectar sus perfiles electroforéticos (Ro-
binson y Megarrity, 1975). Se ha observado también que cambios intrinsecos
como alteraciones cromosdmicas estructurales o duplicacion de los cromosomas

tendrian nulo o bajo efecto sobre los perfiles proteicos especificos (Hunzi-

ker, 1967; Levin y Schall, 1970).

En diferentes grupos de plantas se ha visto que cada especie se carac
teriza por un perfil electroforético determinado, con presencia de bandas pro
pias, como ha sido observado en , por ejemplo, Triticum (Johnson, 1972),
Cicer (Ladizinsky y Adler, 1975) vy Bulnesia (Comas et al., 1979, 1984). En
otros géneros como, por ejemplo, Pisum (Przybylska et al., 1977) vy Prosopis
(Burghardt y Palacios, 1984) que poseen especies que forman hibridos relativa
mente fértiles y presentan gran variacion intraespecifica de los perfiles e-
lectroforéticos, las entidades se pueden caracterizar por las frecuencias re

lativas de las diferentes bandas de los perfiles.

Otra caracteristica interesante de las proteinas seminales es que
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existe alta adicidn en los hibridos .anfiploides artificiales de las protei-
nas de los progenitores. Aunque es abundante la informacidn acumulada sobre

esta caracteristica,no son muchas las familias y géneros donde se la ha estu
diado. En varios géneros de gramineas se ha visto adicidon total en anfiploi-
des artificiales en éxggg_(ﬁurray et al., 1970), Hordeum (Naranjo y‘Hunziker,

1971), Stipa-Oryzopsis (Hall y Johnson, 1963). En otros géneros de gramineas

se ha visto, por otro, lado que la adicién no es total apareciendo bandas nue-
vas y/o supresidn de bandas de los progenitores como, por ejemplo, la apari-
cidén de 2 bandas nuevas en un anfiploide artificial en Aegilops (Waines vy

Johnson, 1971), la aparicién de 1 a 2 bandas nuevas y 3 a 4 bandas suprimi-

das en tres anfiploides artificiales entre Elymus canadensis vy tres especies

de Agropyron (Naranjo y Hunziker, 1971). Adem3s, se ha encontrado que mien-

tras que el anfiploide Triticale hexaploide (trigo tetraploide x centeno di-
ploide) presenta adicidn total (Hristova y Baeva, 1972), en el Triticale oc-
toploide originado a partir de trigo hexaploide y centeno diploide se ven su

primidas algunas bandas parentales (Hall, 1959; Hristova y Baeva, 1972).

Este fendmeno de disminucidon de la adicidon cuando uno de los progeni-
tores tiene mayor nivel de ploidia ha sido observado también en Solanum
(Edmonds y Glidewell, 1977). En géneros de otras tres familias que se han es
tudiado se observé adicion total como en Gossypium (Cherry et al, 1971),

Galeopsis (Houts y Hillebrand, 1976) y Brassica (Vaughan y Waite, 1967).

La propiedad de adicion de las proteinas seminales de los progenitores
en hibridos y poliploides ha sido usada, con buenos resultados, como una he-
rramienta auxiliar en el estudio del origen y la evolucion de los mismos.

Hunziker (1966, 1967) ha confirmado electroforéticamente la participacion del
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tetraploide Agropyron tilcarense en el origen del complejo hexaploide A.

scabriglume, hipbtesis que fue previamente apoyada por estudios morfoldgicos
y citogenéticos. En un interesante estudio Johnson (1972) confirmd electrofo

reticamente el origen de Aegilops cylindrica. Esta especie es un alotetraploi

de (CCDD) originado a partir de los diploides Ae. caudata (CC) y Ae.
squarrosa (DD). Mientras el espectro del tetraploide es muy uniforme, existen
algunas variaciones en los diploides; mediante la eleccidn de apropiadas va-
riantes de cada uno de los diploides fue posible sintetizar el espectro de
Ae. cylindrica con una mezcla de dichos diploides. Johnson concluyd que Ae.
cylindrica se origind en un 3rea donde dichas variantes electroforéticas de
Ae. caudata y Ae. squarrosa crecen, o al menos crecian, simpatricamente.
Waines y Johnson (1975) proponen, con un estudio electroforético, que Ae.

squarrosa es el mejor candidato como progenitor diploide de Ae. ovata.

Edmonds y Glidewell (1977) demostraron que el hexaploide Solanum ni-
grum se origind por alopoliploidia a partir del tetraploide S. villosum y

el diploide S. americano.

La cromatografia de flavonoides ha demostrado constituir importante in
formacion para estudios taxondmicos y evolutivos pues en general una especie
puede ser identificada por su patrdon cromatografico en diferentes grupos de
plantas (Markham et al., 1970; Ballard y Cruden, 1978; Hunziker et al., 1978;
Poggio, 1980; Palacios y Bravo, 1981; Hickenbick, 1983; Naranjo et al., 1984;
y otros). Son pocos los casos en que se ha observado el mismo patrén cromato
grafico en diferentes especies, como ocurre en trece especies de Thermopsis
estudiadas por Dement y Mabry (1972) y en cinco de las quince especies de

Helianthus (Series Corona-solis) estudiadas por Schilling y Mabry (1981).
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Schilling (1983) encontrd mayor variacidn interespecifica en otras siete es-

pecies de Helianthus (Series Angustifolii) observando, en &stas, compuestos

especificos.

Harborne (1967) ha sefalado que los flavonoides estin considerados co
mo los caracteres quimicos mas estables en plantas. La variacidon cualitativa
en los patrones de flavonoides, segin Harborne (Ibid.) est3d muy limitada al
nivel especTfico. Existen muy pocos ejemplos donde una gran variacién morfold
gica intraespecifica es acompafada por una gran variacidon cromatografica co-

mo ocurre en el género Galium (Puff, 1975) y en Clematis pitcheri (Dennis y

Bierner, 1980). Dennis y Bierner (ibid.) al estudiar siete especies de Cle-
matis encontraron que dos variedades de C. pitcheri presentan marcadas dife-
rencias en sus patrones de flavonoides. En general se ha observado constancia
en los patrones cromatograficos especificos en grupos que presentan notable
variacién morfolégica como por ejemplo en Baptisia (Brehm y Alston, 1964),
Prosopis (Bragg et al., 1978; Palacios y Bravo, 1981; Naranjo et al., 1984)

y en Helianthus (Schilling y Mabry, 1981; Schilling, 1983). En la mayorfa de
los casos la situacidn tipica es que los compuestos principales estan unifor
memente presentes y hay alguna variacidn en compuestos menores. Esta varia-
cion es la resultante de la heterocigosis existente en la mayoria de las po-
blaciones naturales, la cual variard dependiendo del sistema de reproducciodn
(auto-alogamia) como lo han mostrado Frost y Asker (1977) en estudios cromato
graficos en Hordeum y Brunsberg (1965) en Lathyrus. Ademds, ciertos compues-
tos pueden estar presentes en cantidades bajas (trazas) en algunos individuos
y pueden ser subestimados por el método de deteccidn. La causa de la baja con
centracion de dichos compuestos puede ser debida a variacidén en genes regula-

dores o variacién debida a efectos ambientales (Abrahanson y Solbrig, 1971;
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Wooten, 1971).

Al considerar la variacidn intraespecifica es importante tener en
cuenta la variacidn intraindividual debida a variacidn estacional. En dife-
rentes grupos de plantas se ha demostrado la existencia de variacidn en el
patrdn cromatogréfico de un individuo a lo largo de las estaciones, por ejem
plo en Tiarella (Taylor, 1971), en Juniperus (Adams, 1972) y en Prosopis
(Naranjo et al., 1984). Debido a que esta variacidén estacional puede 1legar
a involucrar hasta un 30% de los compuestos como en Prosopis (Naranjo, lgii),
los autores recomiendan, en los casos en que no se ha podido estudiar esta
posible variacidn, comparar entidages cuyos materiales fueron recolectados en

la misma época.

En la década del sesenta Alston, Turner y colaboradores llegaron a de
mostrar la gran utilidad del estudio de los patrones cromatogrificos en el a
nalisis de plantas pertenecientes a complejos naturales de origen hibrido en
plantas (Alston y Turner, 1962, 1963; Alston y Hempel, 1964). En base a una
serie de trabajos en el género Baptisia encontraron que el estudio de los pa
trones de flavonoides, sin necesidad de determinacidn molecular de los com-
puestos, constitufan un método inequivoco en la identificacion de varios hi-
bridos interespecificos en poblaciones naturales. Luego de que dichos autores
propusieran dicha técnica, ésta empezd a ser aplicada a otros grupos de plan
tas permitiendo la identificacidon y estudio de un gran nimero de hibridos,
por ejemplo en Asplenium (Smith y Levin, 1963), Viola (Stebbins et al., 1963),
Zinnia (Torres y Levin, 1964), Tragopogon (Brehn y Ownbey, 1965), Phlox (Le-
vin, 1966), Larrea (Hunziker et al., 1978), Prosopis (Naranjo et al., 1984);

e innumerables otros casos.
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El éxito de la aplicacidn del estudio de los patrones cromatogrificos
en el estudio y determinacidn del origen y naturaleza de los hibridos radica
en el grado de adicion en los mismos de los compuestos de los progenitores.
Son varios los autores que han encontrado en general adicién completa en hi-
bridos naturales (Alston et al., 1965; Smith y Levin, 1963; Harborne, 1973;
Ornduff et al., 1973; y otros). Pero existen casos en que se han encontrado
compuestos nuevos en hibridos y poliploides derivados como en Phlox (Levy vy

Levin, 1971),Saccharum (Willians et al., 1974) y en Lasthenia (Ornduff et al.,

1973) .
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6.2. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SEMINALES

El presente estudio ha tenido los siquientes objetivos:

a) Tratar de determinar el grado de diferenciacidn genética al nivel
de proteinas seminales de las cuatro especies de Bromus (subg. Ceratochloa)

estudiadas y establecer relaciones fenéticas en base a estos caracteres.

b) Por medio del estudio comparativo del espectro proteico de los hi-
bridos y poliploides artificiales con el de sus progenitores, realizar un es
tudio del grado de aditividad de las proteinas seminales en las distintas ge

neraciones hibridas estudiadas (F] y C]).

6.2.1. Caracteristicas electroforéticas y relaciones fenéticas entre

las especies de Bromus estudiadas

A. Caracteristicas electroforéticas

En la separacidn electroforética de la Figura 6.1. A, se muestran los

patrones proteicos de las cuatro especies estudiadas del subg. Ceratochloa:
B. catharticus (Cult. 129 y 103), B. parodii (Cult. 104), B. brevis (Cult.

125) y B. bonariensis (Cult. 98). En el esquema de la Figura 6.1.B, se nume-

ran las bandas de dichos patrones. Este esquema estd basado en la corrida de

la Figura 6.1. A y en otras realizadas en estos materiales. Algunas bandas

mas lentas que la N° 1, no se las ha considerado por presentar intensidades
muy bajas. Las diferencias de intensidad de algunas bandas entre especies,

como se observa en la Figura 6.1. A, se debe a que en esa oportunidad se uti

lizaron igual cantidad de semillas por especie, siendo ellas de diferente ta

mafio. Posteriormente se utilizd 0,15 gramos de semillas maduras



Fig. 6.1. A = Patrones electroforéticos de B.catharticus, B.paro-

dii, B.brevis y B.bonariensis. Citodo hacia la derecha

y el origen en el borde izquierdo. B = Representacidn
esquematica de las bandas proteicas. Las bandas mas len-

tas que la N°1 no fueron consideradas.
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(15-25 semillas) de cada une de los taxones obteniéndose igual concentracidn
de proteinas y mayor similitud en la densidad de las bandas homdlogas entre

las especies.

Al comparar estas cuatro especies se considerd un total de 20 bandas
electroforéticas. En la Tabla 6.1. (MBD, Matriz Basica de Datos) se indican
las bandas presentes en cada una de las especies. Al analizar la Figura 6.1.
Ay B, y la Tabla 6.1. puede verse que nueve bandas son comunes a las 4 espe
cies (N°3, 5, 8, 12, 13, 14, 16, 17, 18), sb6lo tres bandas son propias de al
guna de las especies (N° 1, 19, 20) y las nueve bandas restantes estdn com-
partidas por dos O tres de las especies. La presencia de una banda en tres
de l;s cuatro especies, %ace que ésta sea marcadora (por ausencia) de la cuar
ta especie; asi, la ausencia de la banda 2 es marcadora de B. catharticus,

la de las bandas 4 y 10 de B. brevis y la de las bandas 7, 11 y 15 de B.

Earodii.

B. Relaciones fenéticas

Al aplicar las técnicas de taxonomia numérica a los resultados obteni
dos en este estudio electroforético se obtiene una cuantificacion de las rela
ciones entre las especies. Las relaciones que se obtienen son fenéticas (relg
cién de fenotipos actuales) y son estructuras taxondémicas hipotéticas a las

que no deben dirsele, necesariamente, connotaciones filogenéticas.

En base a los 20 caracteres electroforéticos y las cuatro especies co-
mo OTU's (MBD, Tabla 6.1.), se aplicaron tres coeficientes de similitud: dos
coeficientes de asociacidn '"Jaccard'" = Sj y "Simple Matching Coefficient''= SMC,

y un coeficiente de distancia '"Taxonomic Distance' = TD. Con estos



Tabla 6.1. Caracteristicas electroforéticas. Matriz Bisica de Datos (MBD),

para proteinas de reserva. (O=ausente o no detectada;l=presente).

Especies Bandas electroforéticas

(0TU's) 1 2 3 4L 5 6 7 8 9 10111213 1415 16 17 18 19 20

1. B.catharticus 0 0 1 1 ¢ 1 1 1.0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 O

2. B.bonariensis 0 1t 1 1 1 0 1t 1 1 1 1 1 1.1 1 1 1 1 0 O

3. B.brevis tr 1 v+0 1 111 10 1T 1 1t 1t 1 1 1 1 0 O

k. B.parodii o1 1110010101 1 101 1 1 11
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coeficientes se obtuvieron las tres matrices de similitud (OTU x OTU) de la
Tabla 6.2. Con estas matrices y la aplicacidén de UPGMA (= ""Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic average'') como método de agrupamiento de liga-

miento completo, se obtuvieron los tres fenogramas de la Figura 6.2.

Los tres métodos han originado fenogramas muy semejantes, y han gene-
rado la misma relacidn fenética. B. bonariensis y B. brevis forman un primer
grupo fenético de gran afinidad. B. catharticus se une a este primer grupo,
mostrando mayor afinidad por &l que por B. parodii que es la especie mas ais
lada. Para evaluar la congruencia taxondmica, ademas de la comparacidon visual
de los fenogramas, se calcularon los coeficientes de correlacidén r entre las

tres matrices de similitud de la Tabla 6.2. Los valores fueron:

ﬂ
n

0,992 para el par Sj/SMC

= 0,996 para el par Sj/TD

ﬂ
|

r = 0,997 para el par SMC/TD

[N

El elevado valor de r obtenido en todos los casos indica una perfecta
congruencia entre los resultados obtenidos por los tres métodos de clasifica-

cidn usados.

En la seccidn 6.L4. de este capftulo se analiza la concordancia (con-

gruencia) con los resultados de los estudios cromatograficos.



Tabla 6.2..

53

SMC

TD

electroforéticos. Coeficientes usados: Sj
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Matrices de similitud (OTU x OTU), considerando 20 caracteres

= Jaccard, SMC =

""Simple Matching Coefficient' y TD = Distancia Taxonomica.

1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. L. B.paro
. B.cath. 1.0
. B.bona. 0.765 1.0
. B.brev. 0.667 0.778 1.0
. B.paro. 0.556 0.667 0.500 1.0
1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. L4, B.paro.
. B.cath; 1.0
. B.bona. 0.800 1.0
. B.brev. 0.700 0.800 1.0
. B.paro. 0.600 0.700 0.500 1.0
1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. . B.paro.
. B.cath. 0.0
. B.bona. 0.447 0.0
. B.brev. 0.548 0.447 0.0
. B.paro. 0.632 0.548 0.707 0.0




Fig. 6.2. Fenogramas obtenidos en base a 20 caracteres electrofo-

réticos. Coeficientes usados: Sj = Jaccard, SMC = "Sim-
ple Matching Coefficient'" y TD = Distancia Taxondmica.
Los tres fenogramas se obtuvieron por el método de agru-

pamiento UPGMA. r = coeficiente de correlacidn cofenética.
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Sj / UPGMA

0.570 0.600 0.630 0.660 0.690 0.720 0.750 0.780
[ A1 1 | 1 1 1 1

0Tu's Nivel
r=0.829 B.cath. 0.716
—— B.bona. 0.778
——— B.brev. 0.574
B.paro.
SMC / UPGMA
0.594 0.624 0.6545 0.684 0.714 0.744 0.774 0.804
! 1 1 ] ! L -1 1 0TU's Nivel
r=0.796 B.cath. 0.700
B.bona. 0.800

L B.brev. 0.600

B.paro.
TD / UPGMA
0.645 0.615 0.585 0.556 0.525 0.495 0.465 0.435
L ' ! l ' L ! ! 0TU's Nivel
r = 0.813 B.cath. 0.497
——— B.bona. 0.447
L— - B.brev. 0.629
B.paro.

Fig. 6.2
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6.2.2. Adicidn de proteinas en un hibrido F] y en su alopoliploide

artificial de Bromus

En los estudios previos de cuantificacion del grado de adicion de las
proteinas de reserva de los progenitores en los hibridos F] y en los alopoli
ploides derivados, se presentd la dificultad metodoldgica de no poder estu-
diar la aditividad en los hibridos F] por ser éstos, en general, totalmente
estériles. En esos casos lo que se hizo es correr una mezcla de los extrac-
tos de las especies. Enel presente estudio, se pudo salvar dicha dificultad
por contar con un hibrido que no resultd totalmente estéril pudiendo compa-
rar el patrdon electroforético del hibrido F] con el de su alopoliploide deri

vado.

El hibrido en cuestidn es el F] B. catharticus x B. brevis (hibrido

C2, Tabla 4.2.) donde pudo estudiarse su patrén electroforético y compararlo

con el del alopoliploide C, B. catharticus-B.brevis (Cult. 14k4) y con el de

]

sus progenitores.

Como puede observarse en la corrida electroforética de la Figura 6.3.
la adicidn en los espectros hibridos es completa. No se encontraron diferen-
cias entre los espectros proteicos de la Fl y el del alopoliploide, siendo a
su vez dichosespectros iguales al obtenido a partir de una mezcla (50% + 50%)
de extractos proteicos de los progenitores, lo cual se pudo ver en otras co-

rridas electroforéticas.



Fig. 6.3.

A = Patrones electroforéticos de B.catharticus, B.brevis,

el hibrido F, (C2) y el anfiplolde artificial (Cult. 1h4l),
El cdtodo hacia la derecha y el origen en el borde izquier-
do. B = Representacidon esquemdtica de las bandas proteicas.

Las bandas mas lentas que la N°1 no fueron consideradas.
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6.2.3. Perfiles electroforéticos en especies diploides (subg. Festu-

coides) y octoploides (subg. Ceratochloa)

Se ha realizado un estudio preliminar de caracterizacidn y variacidn
proteica en especies diploides del subgénero Festucoides (E; laevipes, B.
anomalus y B. ciliatus) y en especies del complejo octoploide del subgénero

Ceratochloa (E: carinatus, B. marginatus y B. maritimus).

En la Figura 6.4. se muestra una de las corridas electroforéticas
realizadas. Los diploides tienen un patron que los caracteriza y consta de po
cas bandas. Los octoploides poseen una mayor riqueza proteica. Tanto al nivel

diploide como octoploide existe variacién interespecifica (Figura 6.4.).

En la Figura 6.5. se comparan los perfiles electroforéticos de un he
xaploide, un octoploide y un diploide. En ella puede observarse que los perfi
les del hexaploide y octoploide son semejantes estando contenido en el oc
toploide el espectro proteico dei hexaploide. Las bandas del diploide podrian
también estar incluidas en el octoploide. Esto Gltimo no puede afirmarse, por
ahora, ya que las pocas bandas de los diploides coinciden con zonas de mayor
densidad proteica de los octoploides. Estas observaciones estarian apoyando
el origen de los octoploides (subgénero Ceratochloa) como alopoliploides en-
tre hexaploides (subgénero Ceratochloa) y diploides (subgénero Festucoides)

postulado y probado citogenéticamente por Stebbins y Tobgy (194k4).



Fig. 6.4. Perfiles electroforéticos de tres especies octoploides de

Bromus subg. Ceratochloa (E. carinatus, B. marginatus y B.

maritimus) y tres especies diploides del subg. Festucoides

(B. laevipes, B. anomalus y B. ciliatus). El cdtodo hacia

Ja derecha y el origen en el extremo izquierdo.



Fig. 6.4.

B.carinatus ( 8x )
Be.marginatus( 8x )
B.maritimus ( 8x )
Be.laevipes ( 2x )

B.anomalus ( 2x )

B.ciliatus ( 2x )
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Fig. 6.5. Perfiles electroforéticos de una especie hexaploide del
subgénero Ceratochloa (B. brevis), una octoploide del sub
género Ceratochloa (B. maritimus) y de una diploide, subgé
nero Festucoides(B. anomalus). El cdtodo hacia la derecha

v el origen en el borde izquierdo.
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B.maritimus( 8x )

B.anomalus ( 2x )
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6.3. CROMATOGRAFIA DE FLAVONOIDES EN HOJAS

Los objetivos fijados al realizar este estudio fueron andlogos a los

de los estudios electroforéticos:

a) Establecer las relaciones fenéticas entre las cuatro especies de
Bromus (subg. Ceratochloa), en base a las diferencias genéticas existentes

en la determinacion de los flavonoides en las hojas.

b) Establecer las relaciones fenéticas entre B. uruguayensis y B.

brachyantera (subg. Festucoides) y de estas especies con las del subgénero

Ceratochloa.

c) Andlisis de patrones cromatograficos en generaciones parentales,
hibridos y alopoliploides derivados, y cuantificacion de la adicidn de los

flavonoides en cada una de las generaciones hibridas.

6.3.1. Cromatografia y relaciones fenéticas entre cuatro especies de

Bromus, subgénero Ceratochloa

A. Caracteristicas cromatograficas

En el estudio de estas cuatro especies fueron consideradas treinta zo
nas cromatograficas (1 al 30, Tabla 6.3.). Los compuestos 31 al 42 que figu-
ran en la Tabla 6.3. corresponden a las especies del subgénero Festucoides y
el compuesto a a los hibridos. Desde un punto de vista practico se considera
cada zona cromatografica (mancha) como un flavonoide aunque podria incluir
m3s de un compuesto. En la Tabla 6.4. (MBD) se indican los compuestos presen

tes en cada una de las especies. Los compuestos considerados estuvieron
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TABLA 6.3 .Caracteristicas cromatogrificas de los compuestos. ----- = invisible;
--- = no vira; am = amarillo; am-ve = amar_illo verdoso; bla = blanco;

¢ = celeste; pa = pardo; v = violeta.

Compuesto Rf ix_TBA') RF (HTOAC) C((')Ulvo)r (Ucvo‘.lN%ra)
1 .776 .055 pa pa-am
2 Ak .190 pa am
3 .Lo8 .130 pa am
4 LS .323 pa ---
5 .349 .324 pa
6 .210 .265 pa
7 .513 .130 pa
8 .337 .653 pa
9 118 359 pa

10 .180 .h29 pa

11 .336 .594 pa

12 .006 .592 pa

13 .h68 .193 pa

14 .631 .178 pa

15 .658 .265 pa

16 Aan 647 pa

17 .525 . 199 pa

18 .597 136 pa

19 .64s .163 pa

20 .565 .232 pa

21 . 105 A9 eeee-

22 .256 .007 bla

23 .138 .253 pa

24 2332 .870 v

25 .375 .265 pa

26 .319 694 am

27 .288 .606 pa

28 .316 .106 am

29 .004 .835 am

30 612 .287 pa

n .529 .322 pa

32 .622 240 pa

33 .312 .007 am

34 .320 .523 pa

35 .005 . 764 am ---
36 .302 .06 =m=-- am
37 .209 P am
38 .733 -867 pa -=-
39 .360 .59  mmm=- am
ko L2485 .882 am ===
1Y) .217 .853 v ---
42 Jh26 .612 c ---

2 . 188 .525 pa am




TABLA 6.4

Lonstitucién cromatogréficas. Matriz Bisica de Datos (MBD)

(O=ausente o no detectado; | = presente).

para compuestos fendlicos.

Compuestos fendlicos

Especies
(oTu's) 1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 2k 25 26 27 28 29 30
1. B.catharticus 1 1111 1t 110 00O0OOOOCO 11 0OOOOOT 11010 00O
2. B.bonariensis t{ 0to0 009001111 13%1Y011YOOTI1 00O0O0OO0OT1TO0OT1TO0T1T 1 010
3. B.brevis o0 100 O0OT11 1 1t 3 1 1V 1 1 13V 00 0O 11T O 11T OT11T OO TI1 O
4, B.parodii 1t 110 0 00 000 0O0OOOOOTIT ¥ 11 01 1T 1 10 1 1 1
5. B.uruguayensis 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O OOOOOTI1I 1 00 1O
6. B.brachyanthera 0 1 1 0 0 1 0 1 0 O 00 0O0OOUOOOOCOTOOCOTOOTI11T 1T 00 10
31 32 33 34 35 36 37 38 39 ko L1 42
1. B.catharticus 0 0 9 0 0 0000 000
2. B.bonariensis 006 0 0 0 0 O 0 0 O0C O
3. B.brevis 0 0 0 0 0 0 0O 0 0 O0OCO
4. B.parodii 0 0 000 00O O 0 OO
5. B.uruguayensis 1+ 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0
6. B.brachyanthera 0 1 1 1 1 0 1 1 1 t 1 1
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presentes en mas del 80% de los individuos, siendo muy pocos los compuestos
que presentaron frecuencia menor. En la Figura 6.6. se representan esquemdti_

camente los cromatogramas caracteristicos de estas especies.

B. catharticus: Se estudiaron en total doce individuos, cinco prove-

nientes de una poblacién de NGhez, Buenos Aires (L402/1, 402/2, L02/3, LO2/4
y 402/5) y siete de Brazo Largo, Entre Rios (198/1 al 7). No se encontré va-
riacién significativa intra e interpoblacional. El cromatograma caracteristi
co estd constituido por 11 compuestos (Figura 6.6.). Los compuestos 4, 5, 6
y 7 son propios, mientras los compuestos 2 y 17 son compartidos solamente
con B. parodii y B. brevis respectivamente. B. catharticus no posee el com-

puesto 29 que es comin a las otras tres especies.

B. bonariensis: Se estudiaron ocho individuos (Cult. N° 98/1 al 8).
Contiene trece de los compuestos considerados (Figura 6.6.), de los cuales
sdlo el 27 es propio. Comparte exclusivamente con B. brevis seis de los com-

puestos (9, 10, 11, 13, 16 y 22).

B. brevis: Se analizaron diez individuos en total, seis provenientes
de la Pampa (Cult. 118/2 al 8) y cuatro de Cardenal Cagliaro, Prov. de Buenos
Aires (Cult. 125/1 al L4). No se encontrdé variacién intrapoblacional y la varia-
cion interpoblacional fue muy baja y no involucra a los compuestos considera
dos. El cromatograma caracteristico estd formado por quince compuestos (figg:

ra 6.6.), de los cuales son propios el 12, 14 y 15,

B. parodii: Se analizaron once individuos (Cult. 104/1 al 11). EI cro
matograma caracteristico contiene catorce compuestos (Figura 6.5.). Los com-

puestos 18, 19, 20, 21, 23, 25, 28 y 30 son propios.

Del andlisis anterior se deduce que del total de treinta compuestos



Fig. 6.6. Cromatogramas caracteristicos de B.bonariensis, B.brevis,

B.catharticus y B.parodii.Se muestran rdyados los compues

tos que son propios de cada una, al comparar estas cuatro
especies.Los frentes de los solventes se sefialan con linea

de trazo.
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considerados sélo tres (3, 24 y 26) son comunes a las cuatro especies. Por
lo tanto, las diferencias entre ellas estadn basadas en los veintisiete res-
tantes. De estos Gltimos once son compartidos y dieciseis son propios de al-
gunas de las especies. Los compuestos propios son: B. catharticus = 4, 5, 6
y 7; B. bonariensis = 27; B. brevis = 12, 14 y 15; B. parodii = 18, 19, 20,
21, 23, 25, 28 y 30.

Cada una de las especies posee, por lo tanto, un cromatograma que la

caracteriza. Estos son facilmente identificables no s6lo por los compuestos

propios,sino también por las combinaciones entre los restantes.

B. Relaciones fenéticas

Como ya ha sido discutido (6.2.1.B) con la aplicacidén de técnicas nu-
méricas se obtienen relaciones que deben ser interpretadas como la genera-
cion de hipdtesis de estructuras taxondmicas puramente fenéticas, sin necesa

rias connotaciones filogenéticas.

Trabajando con los 30 caracteres cromatograficos (1 a 30) y las cua-
tro especies (1 a 4) como OTU's (MBD, Tabla 6.L4.), se aplicaron tres coefi-
cientes de similitud; dos coeficientes de distancia '"Manhattan Coefficient' =
D, '"Taxonomic Distance' = TD y un coeficiente de asociacidn ''Simple Matching
Coefficient' = SMC. Con estos coeficientes se obtuvieron las tres matrices
de similitud (OTU x OTU) de la Tabla 6.5. En base a estas matrices y con la
aplicacidn de '"'unweighted pair group method using arithmetic averages'' = UPGMA,
como método de agrupamiento de ligamiento promedio, se obtuvo los tres feno
gramas de la Figura 6.7. Los coeficientes de correlacién cofenética (r), que

son mayores de 0,912, nos indican que existe una muy baja distorsidn en los
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Tabla 6.5 Matrices de similitud (0TU x OTU), considerando 30 caracteres

1D

SMC

cromatograficos. Coeficientes usados: T = Manhattan; TD = Dis-

tancia Taxonémica; SMC = '"Simple Matching Coefficient'.
1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. L4, B.paro.
. B.cath. 0.0
. B.bona. 0.683 0.0
. B.brev. 0.730 0.447 0.0
. B.paro. 0.707 0.753 0.837 0.0
1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. 4, B.paro.
. B.cath. 0.0
. B.bona. 0.467 0.0
. B.brev. 0.533 0.200 0.0
. B.paro. 0.500 0.567 0.700 0.0
1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. L. B.paro.
. B.cath. 1.0
. B.bona. 0.533 1.0
. B.brev. 0.467 0.800 1.0
.paro. 0.500 0.433 0.300 1.0




Fig. 6.7. Fenogramas obtenidos en base a 30 caracteres cromatografi-

cos. Coeficientes usados: T = Manhattan, TD = Distancia
Taxonbémica y SMC = ''Simple Matching Coefficient'. Los tres
fenogramas se obtuvieron por el método de agrupamiento

UPGMA. r = coeficiente de correlacidn cofenética.
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T / UPGMA

0.606 0.546 0.486 0.426 0.366 0.306 0.246 0.186

0TU's Nivel
r=0.912 B.cath. 0.500
——— B.bona. 0.200
L B.brev. 0.589
B.paro.
TD / UPGMA
_;;7Ei;_—7;.730 0.680 0.630 0.580 0.530 0.480 0.430
— L ! il - L 1 L 0TU's Nivel
r=0.942 B.cath. 0.707
B.bona. 0.447
B.brev. 0.766
B.paro.
SMC / UPGMA
0.418 0.473 0.528 0.583 0.638 0.693 0.748 0.803
' ! - ' ! ! ! ! 0TU's Nivel
r=0.912 B.cath. 0.500
B. bona. 0.800
L—— B.brev. 0.411
B.paro.

Fig. 6.7
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métodos aplicados para obtener los fenogramas mencionados.

Al analizar los tres fenogramas se puede ver que se ha generado la
misma relacion fenética. Se forma un primer grupo fenético de gran afinidad
entre B. bonariensis y B. brevis, luego se une a B. catharticus quedando B.
parodii como la especie mas aislada. La perfecta congruencia taxondmica obte-
nida con los tres métodos estd indicada por los valores elevados de los coe-
ficientes de correlacidn obtenidos al comparar de a dos las matrices de simi

litud de 1a Tabla 6.5. dichos valores son:

= 0,995 para el par T/TD

.1
|

r = 0,994 para el par T/SMC
r=1 para el par TD/SMC

En la seccién 6.4. se analizard la concordancia de estos resultados

con los datos electroforéticos.
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6.3.2. Cromatografia en algunos hibridos y poliploides artificiales

entre especies de Bromus, subgénero Ceratochloa

El primer objetivo de este estudio fue analizar la posible existencia
de interaccidn de los genotipos de los progenitores y el grado de adicidn de

los fenoles en los hibridos y alopoliploides artificiales.

El segundo objetivo fue obtener informacion general sobre las posibles

diferencias del fenotipo fendlico a causa de la poliploidia.

Se consideraron un total de 30 zonas cromatogrificas {(compuestos 1 al

30, Tabla 6.3. y 6.4.) en forma similar a cuando fueron estudiadas las espe-

cies progenitoras.

A. Cromatografia del hibrido hexaploide B. catharticus x B. brevis en

las generaciones F]L_fz y F

3

En la Figura 6.8. se esquematizan los cromatogramas correspondientes

a las generaciones F], F2 y F, de dicho hibrido.

3
En cada una de las generaciones se han realizado las siguientes obser

vaciones:

F]: Se estudié el Gnico individuo hibrido obtenido (Cruzamiento

N° 2 = C2). En la Figura 6.8. se esquematiza su cromatograma, que es hibrido
pues presenta compuestos aportados por cada uno de los progenitores, aunque

se ve la ausencia de los compuestos 1, 6 y 7 propios de B. catharticus y los

compuestos 11, 12, 14 y 22 propios de B. brevis. Se observd un nuevo compues

to denominado a.

F2: En los cuatro individuos estudiados de esta generacién (148/1, 2,



Fig, 6.8. Cromatogramas de hibridos hexaploides B.catharticus x

F.y F

B.brevis en generaciones F1 » Foy 3
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3, 4) se encontrd el mismo cromatograma, el que se muestra en la Figura 6.8.
Al igual que en la F] presenta un cromatograma hibrido, pero se observd la
ausencia de los compuestos 1 y 6 propios de B. catharticus y los compuestos

11, 12 y 22 propios de B. brevis. Se observd el nuevo compuesto a.

F3: Se estudiaron dos individuos (853/1 y 2) los que presentaron el
mismo cromatograma (Figura 6.8.). Dicho cromatograma es hibrido en el cual
se observd la ausencia de los compuestos 1, 4, 5y 6 propios de B. catharti-
cus y los compuestos 11, 12, 17 y 22 propios de B. brevis. La zona cromato-
grafica correspondiente al ''compuesto 9'' presenta una forma distinta, tiene
o

menos cola en el desarrollo del 2° solvente; esto pudo verse en varias corri

das de este material. Se observd la presencia del nuevo compuesto a.

En todos los individuos de este hibrido, en las distintas generacio-

nes, se observd en general:

a) Los nueve compuestos (18, 19, 20, 21, 23, 25, 27, 28 y 30) que es
tdn ausentes en las dos especies progenitoras, estan ausentes también en los

hibridos.

b) Los cinco compuestos (3, 8, 17, 24 y 26) que tienen en comin los
progenitores, también estdn presentes en los hibridos en general; el compues

to 17 estd ausente en la F3.

c) En todos los hibridos aparece un compuesto nuevo, de posible natu
raleza hibrida, el cual hemos denominado a y sus caracteristicas cromatogra-
ficas se dan en la Tabla 6.3.

]

d) Los compuestos 1, 6, i1, 12 y 22 estan ausentes en todas las genera

ciones.



183

e) Los compuestos 7 y 14 no se detectaron en la F] y reaparecieron

en las plantas F, que fueron estudiadas y/o en la F

2 3

B. Cromatografia del alododecaploide B. catharticus - B. brevis, en

las generaciones CI y C2

Los cromatogramas correspondientes a individuos de las generaciones

C] y C, de dicho alopoliploide, se esquematizan en la Figura 6.9.

2
C,: Se estudiaron dos individuos (144/1 y 2) los que presentaron las
mismas caracteristicas cromatogrificas (Figura 6.9.). El cromatograma es idéﬂ
tico al del hibrido F] (132; Figura 6.9.), por lo cual valen las mismas con-

sideraciones hechas sobre él.

C,: Se estudiaron dos individuos (145 y 146), los que mostraron dife-
rencias particulares en sus cromatogramas (Figura 6.9.).

Individuo 145: Estdn ausentes los compuestos | y 6 propios de B. ca-
tharticus y los compuestos 11, 12 y 22 propios de B. brevis.

Individuo 146: estdn ausentes los compuestos |, 4, 5 y 6 propios de

B. catharticus y los compuestos 11, 12, 14 y 22 propios de B. brevis.

En estos cromatogramas se observan las mismas caracteristicas genera-

les que en los de las.F], F2 N F3.

a) Estan ausentes los nueve compuestos que estadn ausentes en los pro-

genitores.

b) Estdn presentes los cinco compuestos comunes a ambos progenitores;

el compuesto 17 no aparece en los individuos CZ.

c) Aparecen en todos el nuevo compuesto a.



Fig. 6.9. Cromatogramas del alododecaploide B.catharticus-B.brevis

en las generaciones C] y Cz.
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d) Los compuestos 1, 6, 11, 12 y 22 estdn ausentes en las dos genera-

ciones.
e) El compuesto 7 estad ausente en C] y reaparece en CZ’ mientras que
el compuesto 14 no reaparece en C

2

C. Cromatografia del hibrido F] hexaploide B. bonariensis x B. cathar-

ticus (C9)

Se estudi6 el dnico individuo obtenido y su cromatograma se represen-

ta en la Figura 6.10. Se observa que:

a) Estdn ausentes los once compuestos ausentes en ambos progenitores

(Tabla 6.4.).

b) De los cinco compuestos que estdn presentes en ambos progenitores,

estan presentes cuatro (3, 8, 24 y 26) y est3d ausente uno de ellos (1).
c) No aparecieron compuestos nuevos.

d) Estan ausentes los compuestos 11 y 22 propios de B. bonariensis y
el compuesto 6 propio de B. catharticus; pero estan presentes los restantes

compuestos propios de cada uno de los progenitores.

Dado que todos los hibridos F], F2 Yy C] estudiados poseen reproduccidn

predominantemente cleistogdmica, se supone que la FZ’ F C, se han origina

37 72

do por autofecundacion.



Fig. 6.10. Cromatograma del hibrido F] hexaploide B.bonariensis x

B.catharticus (C9).
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6.3.3. Cromatografia en B. uruguayensis y B. brachyanthera (subgénero

Festucoides) y las relaciones fenéticas entre estas dos espe-

cies y con las especies del subgénero Ceratochloa

A. Caracteristicas cromatograficas

Fueron consideradas un total de cuarenta y dos zonas cromatograficas

(compuestos) al estudiar estas dos especies (Tabla 6.3. y 6.4.). Veintitrés

de dichos compuestos estan ausentes en ambas especies (1, 4, 5, 7, 9, 10,
1, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 27, 28 y 30) y son
Jos que estan compartidos por las cuatro especies del subgénero Ceratochloa.
Se ha cénsiderado, por lo tanto, un total de diecinueve compuestos que estas

dos especies comparten. En la Figura 6.11. se esquematizan los cromatogramas

caracteristicos de estas dos especies.

B. uruguayensis: Se estudiaron tres individuos (638/1-3). El cromato-

grama caracteristico estd formadc por 14 compuestos (Figura 6.11.). Los com-

puestos 31 y 36 son propios,.mientras los compuestos 37, 38, 39, 40 y 41 son

comunes con B. brachyanthera. Siete compuestos (2, 3, 6, 8, 25, 26 y 29 son

comunes a ambas especies y compartidos con las cuatro especies del subgénero

Ceratochloa.

B. brachyanthera: Se estudiaron cuatro individuos (620/1-4). Su croma

tograma caracteristico estaba formado por 17 compuestos (Figura 6.11.). Los

compuestos 32, 33, 34, 35 y 42 son propios.



Fig. 6.11. Cromatogramas caracteristicos de B.uruguayensis y B.bra-

chyanthera. Se muestran rayados los compuestos que son
propios de cada una de estas dos especies el realizar

su comparacion.
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B. Relaciones fenéticas

Considerando los 42 caracteres cromatograficos y las seis especies de
Bromus (MBD, Tabla 6.4.), se aplicd el coeficiente de asociacién SMC ("Simple
Matching Coefficient'"). Con este coeficiente se obtuvo la matriz de simili-
tud (OTU x OTU) de la Tabla 6.6. En base a esta matriz y con la aplicacidn
del método de agrupamiento UPGMA, se obtuvo el fenograma de la Figura

6.12.

En el fenograma obtenido se puede ver que las relaciones fenéticas en

tre las especies del subgénero Ceratochloa (E: catharticus, B. bonariensis,

B. brevis y B. parodii) es muy semejante a la obtenida al considerar a estas
cuatro especies (0TU's) y 30 caracteres cromatogridficos (Figura 6.7.). En re

lacién a B. uruguayensis y B. brachyanthera, forman un grupo fenético inde-

pendiente (Figura 6.12.).

Este fenograma (Figura 6.12.) nos muestra, con sus relaciones fenéti-

cas que:

a) Las especies del subgénero Ceratochloa forman un grupo separado del

de las especies estudiadas del subgénero Festucoides.

b) B. uruguayensis y B. brachyanthera aunque estdn muy relacionadas,

muestran menor similitud cromatogradfica que el par B. bonariensis - B. brevis.



Tabla 6.6. Matriz de similitud (OTU x OTU), considerando 42 caracteres

cromatograficos. Coeficiente: SMC = "'Simple Matching Coefficient'.

1.B.cath. 2.B.bona. 3.B.brev. 4.B.paro. 5.B.urug. 6.B.brach.

1. B.cath. 1

2. B.bona. 0.667 1

3. B.brev. 0.619 0.857 1

L., B.paro. 0.643 0.595 0.500 1

5. B.urug. 0.643 0.548 0.500 0.57 1

6. B.brach. 0.571 0.476 0.429 0.500 0.833 1
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SMC/UPGMA

0.460 0.510 0.560 0.610 0.660 0.710 0.760 0.810 0.860
' ' ' ' ' . ' ' L— 0TU's  HNivel

r = 0.890 B.cath. 0.643

— B.bona. 0.857

L B.brev. 0.579

B.paro. 0.530

—— B.urug. 0.833
———— B.brach.

Fig. 6.12. Fenograma obtenido en base a 42 caracteres cromatograficos.

Método de agrupamiento = UPGMA. r = coeficiente de correla-

cidon cofenética.
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6.3.4. Estimacidn del grado de adicién de los flavonoides de los

progenitores en los hibridos y alopoliploides artificiales

estudiados

Se considera que la adicidn maxima potencial estaria dada por la suma
de los compuestos de los progenitores, incluyendo aquellos presentes en am-
bos. Una estimacidn de la adicion real es el nimero de compuestos presentes
en los hibridos y poliploides expresado como porcentaje de la adicién maxima

potencial en cada caso.

En la Tabla 6.7. se presentan los resultados obtenidos. La media de
adicién real incluyendo todos los hibridos fue de 69,03%. E1 menor fue de

60% en la F, y en uno de los individuos C, del hibrido B. catharticus x B.

3 2

brevis y el mayor 78,95% en el hibrido B. bonariensis x B. catharticus.
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Tabla 6.7. Presencia y ausencia de los flavonoides propios de los progeni-

tores en hibridos y poliploides. Estimacién de la adicién.

Compuestos

Hibridos y n parentales Porczztaje
Alopoliploides Presentes Ausentes adicié; real
B.catharticus x B.brevis

F, (132) 42 14 7 66.70
Fy (148 ) 42 16 5 76.19

Fy (853) 42 12 8 60.00

C, (144) 84 14 7 66.70
c, ( 145) 84 15 5 75.00
¢, ( 146 ) 84 12 8 60.00
B.bonariensis x B.catharticus

F,o (730) 42 15 4 78.95

Media 14 6.28 69.03
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6.4. RELACIONES ENTRE LAS CUATRO ESPECIES DEL SUBGENERO CERATOCHLOA

EN BASE A CARACTERES ELECTROFORETICOS Y CROMATOGRAFICOS CONSI-

DERADOS EN CONJUNTO

Al comparar las relaciones establecidas por medio de proteinas semina
les (electroforesis, Figura 6.2.) y flavonoides (cromatografia, Figura 6.7.),
se observa que los grupos fenéticos formados son muy semejantes, existiendo
por lo tanto, una alta congruencia taxondmica. Comparando los fenogramas
(TD/UPGMA) obtenidos para caracteres electroforéticos (Figura 6.2.) y croma-
tograficos (Figura 6.7.) puede verse que el primer grupo (2: bonariensis -
B. brevis) se forma en los dos fenogramas en el mismo nivel (0,h§7), difi-
riendo en el n{vel en que se une a este grupo B. catharticus (0,497 para ca-
racteres electroforéticos y 0,707 para cromatograficos). Cuando se comparan

los fenogramas (Figuras 6.2. y 6.7.) obtenidospor el método SMC/UPGMA, se ob

serva el mismo grado de semejanza.

La comparacién precedente, ademds de mostrar la alta congruencia taxo
nomica, nos muestra que B. catharticus diverge con respecto al grupo B. bona-
riensis - B. brevis, mas para caracteres cromatograficos que para caracteres
electroforéticos. Esta Gltima diferencia seria la responsable de que se hayan
obtenido valores no muy altos para los coeficientes de correlacidn al compa-

rar las matrices de similitud (Tabla 6.2. y 6.5.).

0,776 para el par de matrices TD

-
]

-
I

= 0,765 para el par de matrices SMC

En vista de la alta congruencia entre caracteres electroforéticos vy
cromatograficos, se tratd de obtener una Onica estructura taxondmica a partir

de caracteres bioquimicos (electroforesis + cromatografia).Para tal fin.se
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trabaj6é con 30 caracteres cromatograficos y 20 electroforéticos en forma con
junta. En la Tabla 6.8. se presentan las matrices de similitud obtenidas al

aplicar los diferentes coeficientes. En las Figuras 6.13., 6.14., 6.15. vy

6.16. se muestran los fenogramas que se obtuvieron aplicando los distintos

métodos de agrupamiento.

Al analizar comparativamente los doce fenogramas obtenidos al proce-
sar los 50 caracteres bioquimicos, se puede ver que se ha generado una Unica
relacion fenética. Una vez mas se ve la alta congruencia obtenida aplicando
distintos métodos de agrupamiento. En la Gnica relacion fenética obtenida,
se forma un primer grupo de gran similitud B. bonariensis - B. brevis, luego

se une a3 B, catharticus y queda B. parodii como la especie menos semejante.
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Tabla 6.8, Matrices de similitud (OTU x OTU), considerando 50 caracteres (30
cromatograficos y 20 electroforéticos), Coeficiehtes usados
T = Manhattan; TD = Distancia Taxonbmica; SMC = '"Simple Matching

Coefficient'',

1. B.cath, 2, B,bona, 3, B,brev, b, B,paro, "
1, B.cath. 0.0
T 2. B.bona. 0.600 0.6
3. B.brev. 0.663 0,447 0,0
4, B.paro. 0.678 0,678 0,787 0.0
1. B.cath. 2, B.bona, 3. B.brev. L4, B.paro.
1. B.cath. 0.0
TD 2. B.bona. 0.360 0.0
3. B.brev. 0.L440 0.200 0.0
4. B.paro. 0.460 0.460 0.620 0.0
1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. 4, B.paro.
1. B.cath. 1.0
SMC 2. B.bona. 0.6L40 1.0
3. B.brev. 0.5€0 0.800 1.0
L, B.paro. 0.540 0.540 0.380 1.0




Figs. 6.13 a 16. Fenogramas obtenidos en base a 50 caracteres (30 cro-

matograficos y 20 electroforéticos). Coeficientes usados:

idem Fig. 6.9. Se usaron los siguientes métodos de agru-

pamiento:

Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

6.13

6.14

6.15 =
6.16 =

UPGMA ;

WPGMA ;

"Single linkage" ;

""Complete linkage' .



0.711

0.756

T / UPGMA
0.513 0.468 0.423 0.378 0.333 0.288 0.243 0.198
] ] 1 ] ] i | 1 i
r = 0.888
TD / UPGMA
0.724 0.684 0.644 0.604 0.564 0.524 o.484 0.4kl
r=0.919
SMC / UPGMA
0.486 0.531 0.576 0.621 0.666

0.801

r = 0.888

Fig. 6.13
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0TU's
B.cath.
B.bona.
B.brev.

B.paro.

0TU's

B.cath.

B.bona.
B.brev.

B.paro.

0TU's

B.cath.
B.bona.
B.brev.

B.paro.

Nivel
0.400
0.200

0.513

Nivel

0.632
0.447
G.715

Nivel
0.600
0.800

0.487



T / WPGMA

0.508 0.463 0.418 0.373 0.328 0.283 0.238 0.193
| ) 1 1 IR | 1

L

r = 0.887

TD / WPGMA

1 ! —|

0.720 0.680 0.640 0.600 0.560 0.520 0.480 0.440

r=0.918

SMC / WPGMA

0.490 0.535 0.580 0.625 0.670 0.715 0.760 0.802

r = 0.887

Fig. 6.14

0TU's
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B.cath.

B.bona.

B.brev.

B.paro.

0TU's

B.cath.

B.bona.

B.brev.

B.paro.

0TU's

B.cath.

B.bona.
B.brev.

B.paro.

Nivel
0.400
0.200

0.500

Nivel
0.632
0.447
0.705

Nivel

0.600
0.800

0.500
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T / Single
0.472 0.432 0.392 0.352 0.312 0.272 0.232 0.192
i ! ! ! ] L L — 0TU's Nivel
r = 0.887 B.cath. 0.360
— B.bona. 0.200
L—— B.brev. 0.460
B.paro.

TD / Single
0.689 0.654 0.619 0.584 0.549 0.514 0.479 0.L4k
: : L = L . L = 0TU's Nivel
r=0.918 B.cath. 0.600
——— B.bona. 0.447
le—— B.brev. 0.678
B.paro.
SMC / Single
0.528 0.568 0.608 0.648 0.688 0.728 0.768 0.808
1 a L — ' ' ' 1 0TU's Nivel
r = 0.887 B.cath.  0.640
—— B.bona. 0.800
L—— B.brev. 0.540
B.paro.

Fig. 6.15



T / Complete

0.620 0.560 0.500

0.440 0.380 0.320 0.260 0.200
1 ) L 1

r=0.884

TD / Complete

0.795 0.745 0.695
] ] ]

0.645 0.595 0.545 0.495  0.445

r=20.916

SMC / Complete

0.378 0.438 0.498

0.558 0.618 0.678 0.738 0.798

r =0.884

Fig. 6.16

0TU's
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B.cath.

B.bona.

B.brev.

B.paro.

0TU's

B.cath.

B.bona.

B.brev.

B.paro.

0TU's

B.cath.
B.bona.
B.brev.

B.paro.

Nivel
0.440
0.200

0.620

Nivel
0.663
0.447
0.787

Nivel
0.560
0.800

0.380
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/, DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

El estudio de caracteres exomorfologicos ha permitido establecer que
las cuatro especies de Bromus (g. catharticus, B. brevis, B. parodii y B.
bonariensis) se encuentran bien diferenciadas. Sin embargo, los métodos de
taxonomia numérica sugieren que existirfa un par de especies, B. brevis-
B. parodii, que muestran mayor similitud y que B. bonariensis y B. catharti-

cus son las especies mds diferenciadas (Figuras 3.3. y 3.4.).

Los resultados del método de anidlisis de los componentes principales
permiten, ademas, distinguir dos grupos de caracteres morfoldgicos: uno que
presenta gran variacion interespecifica, constituido por aquellos caracteres
que mas contribuyen al primer componente (47,44% de la variacidén total) vy
otro grupo de caracteres compuesto por los que presentan las mis bajas varia
ciones interespecificas (15,50% del total) que contribuyen al tercer compo-
nente. Es interesante destacar que estos dos grupos de caracteres sugieren es
tructuras taxondmicas algo diferentes (Figura 3.3.). El primer componente (1)

muestra a B. parodii y B. brevis como las especies con mayor similitud,
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mientras que B. bonariensis y B. catharticus son especies disimiles con el

primer par y divergentes entre ellas (Figura 3.3. A). Por otro lado, el ter-

cer componente (l11) muestra a B. bonariensis - B. brevis como un par de es-
pecies con mucha similitud, a B. catharticus como especie cercana a dicho

par y a B. parodii como la especie mids distante.

Como ya fue discutido en la introduccidn al capitulo 3 de este traba-
jo la autogamia es considerada como una condicidn derivada (Stebbins, 1957).
Del anilisis de este caracter (Figura 3.5.) puede considerarse que B. bona-
riensis conserva la forma de reproduccidn primitiva (exclusivamente chasmoga
mia) y B. catharticus seria la mids evolucionada, siendo B. brevis y B. paro-
dii semejantes entre si e intermedias a las anteriores. Esta relacidn concuer
da con la que establecen los restantes caracteres morfoldgicos que mas cons-
tribuyen al primer componente del andlisis de componentes principales antes

mencionado.

El periodo de floracidon de estas cuatro especies no ha sido considera-
do como caracter en los estudios de taxonomia numérica porque los limites de
los mismos fuerog determinados en el jardin experimental. Sin embargo, estos
estudios indicaron que B. catharticus es la especie con mayor aislamiento tem
poral. Si bien esta especie es la que posee el periodo de floracién mads largo
y ademds superpuesto con e“ de las otras tres especies estudiadas, su flora-
cién es en casi todo el periodo cleistdgama (Figura 3.5.) y si florece en for
ma chasmdgama sGlo lo hace al principio del perfodo. E} aislamiento temporal

que posee B. catharticus se hizo principalmente evidente durante los trabajos

de hibridacidén artificial.

La obtencidn y el estudio de los cinco hibridos artificiales y el de
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un anfiploide permitieron establecer relaciones entre estas especies en base
a la fertilidad de los mismos y de la cruzabilidad como medida del flujo gé-
nico potencial entre las especies. En la Figura 7.1. se representan dichos
parametros. Puede observarse en ella, como dato mds relevante, que B. cathar-
ticus es la especie reproductivamente mas aislada y que los pares B.bonarien-
sis - B. brevis y B. brevis - B. parodii representan combinaciones de espe-
cies entre las cuales serfa posible cierto intercambio génico y por ende se-
rfan las mis relacionadas. Dada la alta cruzabilidad de B. brevis con el

resto de las especies, podria servir como especie puente o pivotal en futu-

ros planes. de mejoramiento de estas especies forrajeras.

Al analizar el comportamiento cromosdmico de las cuatro especies estu

diadas del subgénero Ceratochloa (E, catharticus, B. brevis, B. bonariensis

y B. parodii) se observd completa regularidad en todos los estados meidticos.
Las cuatro especies forman regularmente 21 bivalentes y tienen frecuencia de
bivalentes cerrados y de quiasmas muy semejantes.La frecuencia de bivalentes
cerrados varfa de 20,91 a 20,99 y la de quiasmas de 41,92 a 42,02, no siendo
significativas las diferencias para estos parametros entre ninguna de las es-

pecies (Tablas 5.2., 5.3., 5.4., 5.5. y 5.6.). En las cuatro especies practi-

camente los 21 bivalentes son cerrados (valor medio = 20,94) con 2.quiasmas
(valer medio = 1,99), uno a cada lado del centrémero. Esto tiene relacién

con el hecho de que estas especies tienen cariotipos my semejantes, forma=-
dos. por cromosomas con centrdmero mediano o submediano y todos de tamafio seme
jante (Schulz-Schaeffer, 1960; Schulz-Schaeffer y Markarian, 1957; Schifino

y Winge, 1983). Esto puede observarse también para B. catharticus y B. brevis

en su alopoliploide (Figura 5.4. A).




209

E,catharticus E:brevis

—~
o
~r

0% L6,8%
(11)

B.bonariensis B.parodii
Fig. 7.1. Grado de interfertilidad y cruzabilidad entre las

cuatro especies de Bromus | E) espesor de las unio-

nes son proporcionales al valor de la fertilidad de
los hibridos. Se indican los valores de los porcenta-
jes de fertilidad de los hibridos y, entre paréntesis,

la cruzabilidad entre las especies.
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El tamafio relativamente pequeiio de los cromosomas y la gran constan-
cia y simetria de )Jos cariotipos de estas especies del subgénero Ceratochloa
ya fue anteriormente sefialada por Stebbins (1981) donde, ademds,sugiere que

se trata de un caracter primitivo dentro del género Bromus.

Al estudiar el apareamiento cromosdmico en los cinco hibridos artifi-
ciales (secciones 5.2.1. al 5.2.5.) resulta notorio el contraste entre el al
to grado de regularidad en ciacinesis - metafase | y la baja viabilidad de
polen y fertilidad de estos hibridos. Aunque en la mayoria de los hibridos
es significativa la disminucién de la frecuencia de bivalentes cerrados y de
quiasmas respecto a los progenitores, las madximas diferencias observadas
fueron de 20,91 a 18,73 para bivalentes cerrados y de 41,87 a 39,36 para quias

mas (E. catharticus x B. brevis, Tabla 5.2.). Por otro lado, hay muy pocas

evidencias en diacinesis - metafase | de los hibridos sobre diferencias en
grandes restructuraciones cromosdmicas (translocaciones reciprocas) entre
los progenitores. SGlo en B. catharticus x B. brevis y B. parodii x B. ca-

tharticus (Tablas 5.2. y 5.4.) aparecen con baja frecuencia (0,02) cuadriva

Tentes o trivalentes debidos muy probablemente a heterocigosis para una trans

locaciodn,

El andlisis de la anafase | y los estados 1| de la meiosis de los hi-
bridos mostraron en cambio, evidencias de heterocigosis estructural y de posi
bles interacciones génicas, responsables de irregularidades en la migracibn
de los cromosomas. Estas Ultimas se manifestaron en anormalidades en la for-
macidén del huso acromatico (husos tripolares), activacidén de regiones neocen
troméricas, etc. Ademds, en anafase | y anafase |l se ha Visto, en la mayoria
de los hibridos, formacidén de puentes, en algunos casos con fragmento, y la

presencia de rezagados que, en su mayoria, constituiradn los micronicleos
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observados en telofase | y telofase Il (Figuras 5.2., 5.6., 5.7., 5.8. vy

5.9.). Es indudable que estas anormalidades meidticas son, en gran parte,

responsables de la esterilidad de los hibridos.

Luego de comparar el comportamiento meidtico de los cinco hibridos

estudiados se puede decir que B. brevis x B. bonariensis (C29) es el que pre

senta meiosis mas regular. Este hibrido es el que presenta menor frecuencia
de univalentes en diacinesis - metafase | (X = 0,07, Tabla 5.5.) y la dismi-
nucion de la frecuencia de bivalentes cerrados no es muy grande, respecto a
la de sus progenitores,aunque es significativa. En anafase | y estados |1,
este hibrido presenta bastante regularidad pues como méximo s6lo el 12% de las

células analizadas presentaron alguna irregularidad. Su reciproco (EJ bona-

riensis x B. brevis, €30, Tabla 5.5.) presentd igual o mayor regularidad meid
tica. Como ya se ha mencionado en esta discusion estos hibridos conjuntamen-
te con el hibrido B. parodii x B. brevis fueron los mids fértiles y con mas al

ta cruzabilidad entre las especies progenitoras (Tabla 4.3., Figura 7.1.).

Por otro lado, los hibridos que presentaron mayor irregularidad meidti
ca fueron aquellos en los que ha participado B. catharticus como progenitor.
De dichos hibridos el que presenta meiosis mas regular es B. bonariensis x B.
catharticus (C9, Tabla 5.3.). Paraddjicamente, éste es el @nico hibrido que

es totalmente estéril (Figura 7.1.).

Es evidente que las irregularidades meidticas detectadas en los hibri
dos no justifican, en la mayoria de los casos,la magnitud de la esterilidad
que poseen. Esto es especialmente cierto en los hibridos que participa B. ca-
tharticus. Stebbins (1949) y Hall (1955) han postulado la presencia de hi-

bridez estructural criptica para explicar la falta de correspondencia entre
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regularidad meidtica y fertilidad como la encontrada en estos hibridos. Exis
ten varios hechos que apoyan la existencia de hibridez estructur?l criptica
en los presentes hibridos. Segin Stebbins (1971) una de las evidencias de la
hibridez estructural criptica estaria dada por el apareamiento preferencial
en los poliploides obtenidos de hibridos altamente estériles con meiosis re-
gular. En nuestro caso vemos que en el hibrido Fl B. catharticus x B. brevis
(2n = 42) se pueden formar 21 bivalentes y en su poliploide C, (2n = 84) se
pueden formar porapargamiento preferencial hasta 34 bivalentes + 4 cuadriva-
lentes (Tabla 5.2.). Una segunda posible evidencia de la existencia de hibri-
dez estructural criptica en estos hibridos es que en la F2 de B. catharticus x
B. brevis la viabilidad de polen ha aumentado (22 a 35%, seccién 4.4.) en re
lacién a la de la FI (7,9%, Tabla 4.3.). Este aumento de viabilidad de polen
en la F, puede deberse a segregacidn en F] y formacion de homocigotas estruc

2

turales en la F2. Aunque es posible también que en la Fl la heterocigosis fue
se sOlo génica y que la homocigosis génica en la F2 sea la responsable del

aumento de viabilidad del polen.

Ademas de sefialar la existencia del mencionado apareamiento preferen-
cial, el andlisis del apareamiento cromosdmico en el alodndecaploide artificial
B. catharticus - B. brevis (2n = 84), nos sugiere que las especies progenito
ras comparten un genomio altamente homdlogo. En el siguiente esquema se pre-

senta la posible constitucidn gendmica de los progenitores, la Fl y el anfi-

ploide C]:
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B. catharticus E, brevis

A M ~ AN DY

AA BB, C C, (21 11) AA BB C,C, (21 11)
~ N N

F] = A BIBI CIC] (21 11)
N TN N ™

C] = AAAA B B1 B]B] C]C] C]CI (7 v+ 28 11)

La existencia de posibles diferencias en rearreglos estructurales en-
tre las especies de Bromus aqui estudiadas, no impide, en los hibridos, un
buen apareamiento y una frecuencia de quiasmas relativamente alta. Es proba-
ble que el apareamiento no sea total pero su magnitud no podria establecerse
hasta que sean realizados estudios en paquitene o andlisis del complejo si-

naptonémico.

Jackson y Casey (1980) y Jackson (1982) postulan que uno o pocos genes
que alteren los sitios de unidon de los genomios a la membrana nuclear pueden
producir asinapsis en los hibridos. Estos autores sugieren que la magnitud
del apareamiento de los cromosomas meidticos en los hibridos puede no ser una
buena estimacidn de la homologia de los genomios de los progenitores. En esos
casos no habria apareamiento preferencial, en sus poliploides derivados, basa
do en afinidades estructurales. No obstante estas observaciones, la existen-
cia de hibridez estructural criptica y apareamiento preferencial en nuestro
caso se pueden justificar con el siguiente razonamiento: supongamos que los
genomios A, B y C ocupan posiciones alejadas en la membrana nuclear, tal vez
por el efecto de un gen semejante al Ph (apareamiento homedloqg del trigo

(Jackson, 1982). Es probable que los genomios A de las distintas especies



214

ocupen lugares cercanos (ocurriendo 1o mismo para los genomios B y C), lo
que permitird la formacidn de bivalentes en el hibrido. Al producirse el po-
liploide artificial se esperaria una alta frecuencia de cuadrivalentes, sin
embargo, en nuestro caso slo se observa un maximo de 7 IV (Tabla 5.2.). Es
por esto muy probable que por lo menos para dos genomios (B y C) exista apa
reamiento preferencial. Si éste se debe a afinidades estructurales o al he
cho de que los genomios se encuentren a una distancia "ITmitgtque dificulta
la formacidon de IV, no puede afirmarse, aunque existen,por el momento, mayo-

res evidencias a favor de la primera posibilidad.

Bennett y Smith (1976) y Behnett et al. (1982) comunicaron el conteni-
do de ADN nuclear de varias especies de Bromus. En el primero de dichos tra
bajos (Bennett y Smith, igig) determinaron para B. brevis Nees et Steud.
12,6 pg para nicleos 2C, valor que coincide con el de 12,87 pg obtenido pa-
ra dicha especie en el presente trabajo (Tabla 5.7.). Como puede verse en la
Tabla 5.7. las cuatro especies aqui estudiadas presentan variacién en el con
tenido de ADN. Esta podria explicarse de varias maneras: duplicaciones o de-
ficiencias, polinemia diferencial y diferencias en el contenido de heterocro
matina. Con la informacidn que poseemos, ninguna de estas hipdtesis puede ser

descartada o adoptada.

Es conocida la alta correlacidn existente entre volumen y contenido de
ADN nuclear (Martin, 1966; Ayonoadu, 1974; Edwards y Endrizzi, 1975; Poggio
et al., 1984). La alita correlacidn encontrada en este trabajo, estaria indi-
cando que los errores debidos a diferencias en la coloracidon estd bien compen
sada por el uso del testigo, porque la medicidn del volumen es independiente

de la coloracioén.
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Es interesante que B. catharticus, que es la especie que posee menor _
contenido de ADN, y B. bonariensis que es la que posee mayor contenido de
ADN, produjeron el hibrido (B. bonariensis x B. catharticus) que fue el de me
nor fertilidad (0% de produccidn de semillas). La meiosis de este hibrido
fue muy regular, no presentando bivalentes heteromorfos a pesar de diferir
en casi el 20% en contenido de ADN (Figura 5.6.). Seal y Rees (1982) han en-
contrado en hibridos de Festuca un apareamiento muy efectivo entre cromoso-
mas homedlogos en paquitene, entre especies que diferfan entre 20 y 40% en
el contenido de ADN. Estos autores han encontrado algunos bivalentes hetero-
morfos, lo que indicarTa que el aumento de ADN habria sido mayor en algunos
cromosomas del complemento. El no encontrar bivalentes heteromorfos en nues
tro hibrido B. bonariensis x B. catharticus estarian indicidndonos que la di-
ferencia del contenido de ADN estd uniformemente repartida entre todos los

cromosomas del complemento.

Las especies perennes B. parodii y B. bonariensis poseen mayor conteni
do de ADN que las no perennes (anuales o bienales) B. brevis y B. catharticus.
Schifinoy Winge (1983) en un estudio sobre especies de Briza incluyen datos
sobre el contenido de ADN en especies de Bromus, encontrando también que las
especies perennes B. parodii y B. bonariensis poseen mayor contenido de ADN
que B. brevis y B. catharticus. Esta correlacidn entre longevidad y conteni-
do de ADN vya fue observada en otras especies herbdceas, en especial, en o-
tras gramineas (Bennett, 1972; Bennett y Smith, 1976). Por otro lado, se ob-
serva una correlacidon entre perennidad y alogamia en estas especies de Bromus.
B. bonariensis es la Unica especie que posee sblo floracién chasmbgama, mien
tras que las restantes alternan chasmogamia con cleistogamia. Es interesante

ver que el porcentaje de cleistogamia aumenta con la disminucidn del
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contenido de ADN. La especie con mayor porcentaje de cleistogamia es B. ca-
tharticus, donde la floracion chasmbgama puede no ocurrir y florecer duran-

te todo el periodo en forma cleistégama (Figura 3.5.).

Correlacionado con el caracter chasmogamia-cleistogamia estid la rela-
cidon de cantidad de polen a cantidad de Svulos. La relacidn P/0 est3d determi
nada por el tamafio de las anteras, las cuales son extremadamente reducidas

en las plantas cleistdgamas (Cruden, 1977).

Por lo tanto, en B. bonariensis, el mayor contenido de ADN se encuen-
tra correlacionado con perennidad, chasmogamia y alta relacidén P/0. Estos 41
timos caracteres son considerados como primitivos (Ornduff, 1969; Cruden,
1977). Teniendo en cuenta la distribucién restringida de B. bonariensis (en-
démica de Sierra de Lihuel Calel y Sierra de La Ventana) y los caracteres heg_
cionados, puede considerarsela como la especie mids antigua del complejo. Es-
to sugiere que la disminucion del contenido de ADN serfa la tendencia evolu-
tiva del grupo estudiado. Parece que esta estrategia evolutiva no seria gene
ral pues Ayonoadu (1974) encuentra en Phaseolus que las especies estrictamen
te perennes o bianuales poseen menor contenido de ADN, asumiendo también que

las especies perennes serian mas primitivas.

Se pudo caracterizar electroforética y cromatograficamente a cada una

de las cuatro especies del subgénero Ceratochloa (Bromus catharticus, B. bo-

nariensis, B. brevis y B. parodii). Las relaciones fenéticas obtenidas inde-
pendientemente por medio de caracteres electroforéticos y cromatograficos

son congruentes. Del estudio numérico de estas caracteristicas tomadas en con
junto se observa que se forma un primer grupo, de gran similitud,entre B. bo-

nariensis y B. brevis luego se une B. catharticus quedando B. parodii como la
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especie mas diferenciada. Estos resultados coinciden en gran parte con los
citogenéticos y de sistemidtica experimental, pues el hibrido B. bonariensis
x B. brevis es uno.e los mas fértiles (3] al 40% de granos fértiles) y exis
te una serie de caracteres morfoldgicos, aquellos que contribuyen al ter-
cer componente del ACP, que muestran esta misma relacidn fenética entre las

especies.

Al estudiar las relaciones fenéticas cromatograficas entre Bromus uru-

guayensis y B. brachyanthera (subgénero Festucoides) y con las especies del

subgénero Ceratochloa se observd que las especies del subgénero Ceratochloa
forman un grupo separado del de las especies del subgénero Festucoides (Figu-

ra 6.12.). Ademas, B. uruguayensis y B. brachyanthera, aunque son similares

morfoldégicamente, muestran menor similitud cromatografica que el par B. bo-

nariensis - B. brevis. Este andlisis indicé que B. uruguayensis y B. bra-
chyanthera se encuentran bastante diferenciadas bioquimicamente., Sumando a
este resultado el que no se ha podido obtener el hibrido artificial entre e-
llas, a pesar de los reiteradds intentos, se sugiere que las mismas deberian
conservarse como especies distintas contrariamente a lo que opinan algunos

taxbnomos que las tratan como subespecies o variedades.

Como ya hemos discutido anteriormente los estudios bioquimicos (elec-
troforesis y cromatografia) son frecuentemente usados como métodos para escla
recer la naturaleza hibrida de ciertas entidades y para poder determinar sus
presuntos progenitores. La validez de estos métodos estd basada en la existen
cia de adicion de los compuestos estudiados en los hibridos. Es por ello muy
importante conocer el grado de adicion de los mismos en hibridos artificiales

cuyos progenitores son conocidos. El estudio de estimacidon del grado de
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adicién de las proteinas seminales y los flavonoides de los progenitores en
los hibridos y poliploides artificiales de Bromus indicé que existen diferen
cias entre el grado de adicidon de proteinas seminales y flavonoides en los
mismos hibridos, siendo mayor la adicion respecto a las proteinas que a los
compuestos fendlicos. Resultados semejantes han encontrado otros autores en

otras gramineas como por ejemplo en Avena (Rajhathy y Thomas, 1974).

Dado que los flavonoides son compuestos secundarios, siendo productos
finales de complejas vias metab6licas, la menor adicidn y la aparicidn de un
compuesto nuevo en los hibridos, podria deberse a interacciones génicas (alé
licas y no alélicas) entre los genotipos de los progenitores. En cambio, en
relacion a las proteinas seminales, al ser &stas productos génicos primarios,
sb6lo la produccidn de alopolimeros (en el caso de aquellas que no sean mono-
méricas) darfa origen a una nueva proteina en los hibridos. Adem3s la desapa
riciéon de una proteina de uno de los progenitores en un hibrido se podria de

ber a interaccidn entre genes reguladores.

De todo lo expuesto puede concluirse que, de las cuatro especies anali
zadas, B. bonariensis posee caracteristicas pri itivas tales como perennidad
y chasmogamia. Presenta, ademas, una distribucidn geografica y ecoldgica res-
tringida y el mayor contenido de ADN. B. catharticus, por otro lado,es la es-
pecie aparente mds evclucionada con caracteres morfoldgicos avanzados, presen
tando un mayor grado de cleistogamia y menor perennidad. Esta especie posee el
menor contenido de ADN y la distribucidon geogrdfica més amplia, llegando a te
ner tendencia invasora y constituyendo una maleza benigna con gran
adaptabilidad a suelos tanto naturales como modificados por el hombre. Debico

a esta (0ltima caracteristica y a su alto valor forrajero se la ha introducice
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al cultivo en paises distantes como U.S.A., Nueva Zelandia y Australia, don

de constituye una especie forrajera de importancia.
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En la lista que se da en la siguiente tabla se consignan las localida-
des de los materiales estudiados. Se indican los nimeros de cultivo
y los nameros de herbario (C.A.Naranjo). En la Gltima columna de la lista ,
se sefala en que estudio fue usado cada material, de acuerdo con las siguien-
tes abreviaciones: M = exomorfologia, H = hibridaci6n, C = citogenética y fer-
tilidad, A = contenido de ADN y volumen nuclear, Cr = cromatografia, E = electro-

foresis, Ac = determinacidn de autocompatibilidad.
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N°de N°de Localidad Estudios
Especie en que
Cul- . fue
. herbario
tivo usado
B.catharticus 103 Loo Prov.de Buenos Aires, E, M
Castelar
129 198 Prov. de Entre Rios, Brazo Ac, H, E,
Largo. Cr, M,
643 1114 Ciudad de Buenos Aires,Nufez. H, C
908 1116 Ciudad de Buenos Aires, Nufez. H, C
911 1118 Ciudad de Buenos Aires, Nuhez. A, M
- 572 Prov. de Entre Rios,Gualeqguaychu. A, M
- L4o2 Ciudad de Buenos Aires, Nufez. Cr, M
639 1114 Ciudad de Buenos Aires, Nufez. H
61-414 (] " 1 X} n H
6['5 ] 1" 11 1 ] H
6L;6 ] " ] " " H
B.brevis 125 176 Prov. de Buenos Aires,Cardenal H,C,E,Cr,M,Ac
Cagliaro.
842 1211 Prov.de La Pampa, ruta 152, Km118 H,C
Gral. Acha.
118 957 Prov.de La Pampa, Anguil Cr, M, Ac
636 " ] ] ] H, C
81‘5 ]232 L] R 1] A
- 337 Prov.de La Pampa, Gral Acha. M
- ]_'55 " [N ] " M
- 328 Prov.de Buenos Aires, M
Trenque Lauquen
B.parodii 104 422 Prov.de La Pampa, Lihuel Calel H,C,E,Cr M
B4 1211 " " " " H,C,A, M, Ac
634 977 Prov.de La Pampa, Quehué. H,M
635 1 " " "
E.bonariensis 98 599 Prov.de Buenos Aires,CuraHalal H,C,E,Cr,M,A
98 965 "n " 1] H,C,E
015 480 Prov.de La Pampa, Lihue! Calel A
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Continuacidén

Estudios
Especie N°de N°de Localidad en que
C9|- herbario fue
tivo usado
B.brachyanthera 620 1139 Prov. de Entre Rios, Concepcién del Ac, Cr
Uruguay.
B.uruguayensis 638 1147 Prov. Entre Rios, Delta Inferior Ac,Cr
(Leg. A.Burkart.)
B. laevipes Estados Unidos de Norteamérica, E
California.
B.anomalus Estados Unidos de Norteamérica, E
Utah.
B.ciliatus Estados Unidos de Norteamarica, E
Wyoming.
B.marginatus Estados Unidos de Norteamérica, £
Colorado.
B.carinatus Estados Unidos de Norteamérica, E
California.
B.maritimus Estados Unidos de Norteamérica, E

California.

* Semillas de estos materiales fueron legados por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos, se usaron dichas semillas en los estudios electroforéti-

cos. No se hicieron ejemplares de herbario pues no se las cultivd.
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