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RESUMEN

Se han realizado estudios morfológicos, citogenéticos y quimiotaxonó

mícos sobre cuatro especies hexaploides (2n = #2) de Bromus del subgénero

Ceratochloa (E: catharticus, É: brevís, É: parodii y E: bonariensís).Mediante

técnicas de taxonomía numérica se analizaron los caracteres exomorfológicos,

electroforéticos (proteinas seminales) y cromatográficos (compuestosfenóli

cos en hojas).

Se han obtenido y estudiado cinco de los seis posibles hïbridos artí

ficiales interespecïficos (É: bonariensís x E¿ catharticus, É: catharticus x

É. brevís, E. parodií x E. catharticus, E3 parodií x E: brevís y E: bonarien

¿is_x É¡ brevís). La meiosís de las especies fue regular con formación de 2l

bivalentes cerrados. Los hïbrídos presentaron, en general, meiosís muy regu

lar pero con disminución significativa de bivalentes cerrados y de quiasmas

respecto a sus progenitores. Los hïbridos en que participa E: catharticus prg

sentaron mayor irregularidad meíótíca y la fertilidad en ellos fue muybaja

(0 al 5%).Las irregularidades meióticas observadas no explícarïan la alta es

terilídad en estoshïbrídos. Los híbridos E. parodií x15. brevís y E¡ bOnarien

sís x B. brevís fueron más fértiles (hOZy h7Z,respectivamente). La cruzabili

dad. entre las especies está correlacionada con la fertilidad de sus híbridos



y varió de 0 al ll%.

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

cathartícus - É: brevís (2n = 8h).

En base a resultados citogenétícos, de fertilidad de los híbridos y

de la cruzabilidad se puede inferir que las especies de los pares É: brevís

E: bonaríensís y E: parodíí - E: brevís, serian las más afines reproductiva

mente. E: cathartícus estaria muyaislada, ya que todos los hibridos en que

está involucrada muestran baja fertilidad y cruzabílidad. El aislamiento re

productivo entre É: bonaríensís y E: parodíí seria de prefertilización o de

bido a ínvíabílidad de la cígota. Entre las otras especies seria postfertiLL

zación, incompletamentedesarrollado entre la mayoria de ellas. La esterili

dad de los híbridos serïa cromosómicasegregacional (heterocigosis para trans

locaciones e inversiones) siendo en la mayoria crïptica. En algunos casos pg

dria existir, además, esterilidad génica. La formación de hasta 7 IV (y 28 IL

por apareamíento preferencial) en el alododecaploide índicarïa que las espe

cies progenitoras poseerïan alta homologïa en uno de sus genomios básicos y

serian alopolíploídes. En consecuencia se asigna a las especies progenitoras

las siguientes fórmulas genómicas: E¿Eathgííiggí (AAB¡B¡ C]C¡) Y E; Eïglií
u u u .

(AA BIB] clcl).

Al estudiar el contenido de ADNy volumen nuclear de cuatro especies

de Bromussubgénero Ceratochloa se determinó que ellas diferïan significativa

mente y se encontró alta correlación entre contenido de ADNy volumen nuclear.

El contenido 2C de ADNen ellas es: E: bonaríensís (lh,55 pg), E: parodíí

(l3,h8 pg), E. brevís (12,87 pg) y E. cathartícus (ll,66 pg).

Los resultados de estudios exomorfológicos y químiosistemáticos apoya



rian las relaciones obtenidas con los estudios citogenéticos,de fertilidad

de los híbridos y del contenido de ADN.En especial indicarïan que E: cathar

ticus es la especie más diferenciada y evolucionada.

Cromatográficamente E: uruguayensis y E: brachyanthera (subgénero Fea

tucoides) forman un grupo fenético separado del de las especies del subgénero

Ceratochloa . Ademásestas dos especies muestran menor similitud cromatográfii

ca que el par E. bonaríensís - E: brevis . Considerando que É: uruguayensís

y E: brachyanthera se encuentran bastante diferenciadas bioquïmicamente y por

el aislamiento reproductivo que existe (no se pudo obtener el hibrido) se rs

comienda mantenerlas comoespecies diferentes a pesar de la gran similitud

morfológica entre ellas.

Se ha estudiado la adición de proteinas y de compuestos fenólicos en

hibridos y poliploides. La adición de proteinas fue total mientras que en com

puestos fenólicos hubo supresión y aparición de compuestos nuevos en los hi

bridos. Dentro de este estudio pudo verse que la electroforesis de las pro

téínas seminales apoya la hipótesis del origen de las especies octoploides

del subgénero Ceratochloa.

Finalmente,los resultados indican que Bromusbonaríensís seria la espe

cie más primitiva, siendo perenne, estrictamente chasmógama,con mayor conte

nido de ADNy con distribución geográfica y ecológica más restringida. E¡ ¿af

tharticus, por el contrario, seria la especie más evolucionada poseyendoca

racteristicas derivadas comociclo de vida corto (anual o bíanual), alto por

centaje.decleistogamia, el más bajo contenido de ADNy con distribución geo

gráfica muyamplia. Ademásfi, catharticus es la especie reproductivamente

más aislada.



En una posición intermedia a las especies mencionadas se encuentran

B. Earodií y B. brevís. Esta ültíma, por su alta cruzabilidad con las otras

tres especies podrïa servir comoespecie “puente” que permitiría la transfe

rencia artificial de genes de las tres especies a g: catharticus.



l INTRODUCCION GENERAL

NInmyopinion, the climax of flowering-plant evolution is represen

ted by the grasses, which, in addition, are the most useful to man

of all fámiZiesU.
G. L. Stebbins (197M

El género Bromus (Gramíneae) está representado por alrededor de 300 es

pecies del Nuevo y Viejo Mundo.EnAmérica existen cinco secciones ,de la cual

Ceratochloa es la que posee distribución mas amplia y mayor nümero de especies.

Hay especies hexaploides en Sudamérica,oct0ploides en Sud y Norteamérica y dode

caploides en Norteamérica.Existen varios estudios citogenéticos en las especies

octoploides y dodecaploides(Stebbins,l9h7a,19h9,1981;Stebbins y Tobgy,19hh;Ste

bbins g¿_al., 19hh; Stebbins y Walters, 19h9). En cambio son pocos los estudios

que se ha realizado en las especies del complejo hexaploide Sudamericano relacíov/

nado con E¡ cathartícus. Algunos estudios realizados por Stebbins(l9h9 a) y por

Hall (1955) indicaron que dos hibridos entre especies hexaploides(E¿ catharticus,

E. brevis) poseïan meiosis regular y resultaron altamente estériles.

Dada la importancia que tienen las especies de este complejo por ser en

su mayoria muybuenas forrajeras se decidió realizar un estudio de sistemática

experimental con el propósito de establecer las relaciones filogenéticas entre

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



sistió, necesariamente, en obtener todos los hfbridos artificiales interespecïfí

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 inició un plan de recolección de semi

llas de las diferentes especies y el cultivo de las mismasen el jardin experi

mental. Se planeó un estudio citogenético que incluye el comportamiento meióti

co de las especies, en los hibridos artificiales y en los posibles alopolíploi

des sintéticos.

Los estudios quimiosistemátícos han demostrado ser excelentes auxiliares

de los trabajos morfológicos, taxonómicos y citogenéticos en el establecémiento

de relaciones filogenétícas. La aplicación de técnicas cromatograficas de compues

tos fenólícos en hojas, desde los trabajos iniciales de Alston y Turner(l962, 1963)

y los electroforéticos de proteinas seminales desde los de Hall(1959) han proba

do ser muyvaliosos en estudios sistemáticos y evolutivos.

El empleo de técnicas de taxonomía numérica ha resultado de gran utili

dad para la evaluación de un cúmulo elevado de datos , sean éstos de caracteres

morfológicos o moleculares(Sokal y Sneath, 1965 ; Sneath y Sokal, 1973;Crísci y

Armengol, 1983). La utilización de éstas técnicas en estudios quimiosistemáticos

ha resultado un medioeficiente para evaluar similitudes y diferencias entre los

taxones involucrados.

Con el objetivo de obtener la mayor diversidad de datos que puedan apor

tar información para el establecimiento de relaciones evolutivas entre las espe

cies del complejo hexaploide que incluye a E: catharticus se encaró un plan de

estudios multidisciplinarios y con tal fin se realizaron estudios exomorfológi

cos,citogenetícos,incluyendo medición del contenido de ADNnuclear,y moleculares

sobre especies e hïbridos artificiales. Con la ayuda de la taxonomïa numérica

se realizó el análisis y evaluación de los resultados.



El uso simultáneo 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.



C A P I T U L O 2

MATERIALES Y METODOS



2. MATERIALES Y METODOS

2.l. MATERIALES

La lista de los materiales señalando los nümeros de herbarío, de cul

tivo y el origen, se consignan en el Apéndice I. Los ejemplares de herbarío

se encuentran en el herbarío de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,

Buenos Aires (BAFC)y un duplicado será depositado en el herbarío del Insti

tuto de Botánica Darwiníon (SI). La mayoria de los materiales estudiados, in

cluyendo los hïbridos y poliploides artificiales, fueron cultivados en eljaL

din experimental del Laboratorio de Genética, Departamento de Ciencias Biolé

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

2.2. HIBRIDACION Y POLIPLOIDIA ARTIFICIAL

2.2.]. Obtención de hïbrídos

Para la obtención de los hïbridos se siguió el método usado por Ste

bbíns y Tobgy (ISAA) con algunas modificaciones que se detallan a contínua

ción:

a) Se seleccionó una panoja del progenitor femenino, con floraciónchas



mógama,en las cuales las anteras se encontraran amarillas pero no exertas,

aproximadamente dos dïas antes que ocurra la antesis. En Bromushay 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 florïfero fue escaso). Luego se apartó cuidadosamente

la lemmade la palea con una pinza y se sacaron las anteras tomándolas por el

ápice. Se castraron 20 a AOespiguillas. Se sacaron de la jnflorescencia to

das las espiguillas no castradas._

c) Se colocó una estaca de bambüen la tierra lo más cerca posible a

la planta, tratando de que la estaca fuera más alta que la inflorescencia e

masculada. Se ató suavemente la caña florïfera al bambüen dos o tres luga

res, usando hilo de algodón.

d) Se seleccionó una panoja del progenitor masculino, con floración

chasmógama,y se cortó la caña florïfera lo más bajo posible. Se cortó de nue

vo, a la altura del próximo nudo, bajo el agua en un tubo de vidrio de apro

ximadamente 25 mmde diámetro y 150 mmde largo.

e) Se colocó el tubo con la inflorescencia masculina al lado de la es

taca que sostiene la caña castrada. Se ató el tubo a la estaca, de manera que

la inflorescencia masculina quedara ligeramente más alta.

f) Se incluyeron ambas inflorescencías en una bolsa de tela avión de

l5 x ho cm y se ató ésta a la estaca, en la parte superior e inferior.



g) Se revisó el experimento todos los dïas hasta que los estigmas del

progenitor polinico hubieran emergido y marchitado. Si la inflorescencía mas

culína se hallaba marchita, se la reemplazó con una nueva de la misma planta.

h) Después que todos los estígmas receptores se habian marchitado, se

retiró el tubo e inflorescencía masculina, pero se mantuvo la inflorescencia

castrada atada a la estaca, manteníéndola embolsada.

i) Dos semanas a partir de la fecha de polinización, se revisó el ex

perimento para comprobar sí se habian formado semillas. Cuando presentes, se

cosecharon dos semanas más tarde.

En estas especies de Bromusexiste, en general, doble tipo de flora

ción, chasmogamiay cleístogamia (Ragonese y Marcó, l9ül). La primera flora

ción es chasmógama con anteras grandes (3 a lO mmde longitud) y la segunda

cleistógama con anteras chicas (0,h a 0,8 mmde longitud). Durante la flora

ción cleistógama las plantas no pueden usarse comoprogenitores femeninospor

la imposibilidad de extraer las anteras (emascular) sin dañar el órgano femg

nino, pues las anteras son sentadas. Durante dicha floración cleistógama tam

poco pueden usarse eficientemente comoprogenitores masculinos, por la esca

sa producción de polen y porque las flores permanecen cerradas. Los cruzamien

tos donde intervenia EL catharticus, ofrecieron muchadificultad porque es la

primera especie en florecer y cuando lo hacian las otras especies, E¿cathartí

Eus_ya habïa concluido su floración chasmógama.Para salvar esta dificultad

se recurrió a la técnica de conservación de polen por desecación y en frio

(Darlington y La Cour,l976). En condiciones normales, desde el momento de ma

duración de polen (antesis) éste conserva su poder de germinación por tan sg

lo l2 a 2h hs. Desecándolo a temperatura ambiente en ampolla, cerrándolo al



vacio y conservándolo a -lO °C, dicho poder germinatívo se puede prolongar

por más de 30 días. De esta forma se pudo salvar la dificultad de no coinci

dencia de las floracíones chasmógamas. En los casos en que fue necesario la

conservación de polen, la fecundación artificial se realizó en el laboratorio

para evitar presencia de polen extraño en el ambiente, colocando el polen sg

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

2.2.2. Obtención de poliploides

Las plantas fueron tratadas con una solución de colchicina al 2 %O.Se

realizó el tratamiento en plantas que habian concluido su floración, 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 más intacto posible el sistemara_

dícular.

b) Se introduce el sistema radicular en un frasco de vidrio color ca

ramelo de boca ancha de l lt., conteniendo solución de colchicina al 2 %C.Se

sostiene la mata, al cuello de frasco, con trozos de gomaplumao algodón. El

tratamiento se realiza durante una noche (lO a 1h horas) a aproximadamente

20 °C.

c) Terminado el tratamiento, se lava el sistema radicular con abundan

te agua corriente por 2 a 3 h0ras. Esto evita que la planta siga absorbiendo

colchicina por más tiempo, lo que provocaría 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



sobreviven, determinando, al florecer, si el tratamiento fue eficiente.

2.3. CITOGENETICA

2.3.l. Obtención de preparados para estudios mitóticos y meióticos

Las observaciones de cromosomassomátícos se realizaron en ápices de

raices provenientes de semillas o de plantas en macetas. Se realizó un pre

tratamíento a temperatura ambiente (l8 a 20 °C) con solución 0,02 Mde 8-hi

droxiquinoleïna durante 3 a 5 horas. La fijación se hizo en alcohol absoluto:

ácido acético 3:]. Luego se hídrolizó con HCl l N a 60 °C durante lO minutos.

La tinción se hizo usando orceïna acética al 2%.

Las observaciones citológícas en meiosís se realizaron en flores fija

das en liquido de Newcomermodificado (Hunziker, l966a).Antes del aplasto de

las anteras y la coloración, se dejó ablandar las espiguillas en alcohol 70%.

La tinción se realizó con hematoxilina acética al 2%y citrato férríco al l%

como mordíente (Sáez,l960; Nüñez, 1968). Se usó carmin acético al 1%como cg

lorante meiótico sólo con el propósito de obServar los cuerpos nucleares(Wal

ters, l963).

Los preparados se sellaron con cemento sintético o con parafina y lug

go se hicieron permanentes por el método de congelamiento (Conger y Faircth,

l953) y montaje en euparal o sandeural.

2.3.2. Medición de contenido de ADN,área y volumen nuclear

Tinción de Feulgen y Citofotometrïa: Apices de raices de cada una de

las muestras de Bromus, junto con ápices de raices de Allium cepa c.v. “Aílsa



Craig“ comotestigo, fueron fijadas en alcohol absoluto-ácido acético en pqz

porción 3:] por más de 2h horas. Durante toda la técnica el testigo acompañó

a cada una de las muestras. Luego de un lavado en agua destilada (lO minutosL

fueron hídrolizadas en HCl SN a 20 °C por #0 minutos (Fox, 1969). Alconstruir

la curva de hidrólisis, se obtuvo una meseta de máximacoloración entre 35

50 minutos para Bromus y entre 30-ü0 minutos para A, Espa. Por ello fue seleg

cionado hO minutos comoóptimo para ambos materiales. Luego de la hidrólisis,

se hicieron tres lavados en agua destilada (lO minutos c/u), seguidamente,

fueron teñidos en Feulgen por l hora y a continuación se hicieron tres lava

dos en agua sulfurosa (lO minutos c/u). El reactivo de Feulgen fue preparado

a temperatura ambiente según la técnica de Lillie (195]). Finalmente fueron

lavados en agua destilada. La porción teñida de los ápices fue macerada sobre

un portaobjeto estandar de 0,8/l,0 mm,en una gota de ácido acético #52 y cu

bierta con un cubreobjetos n° l l/2, se secó el exceso de ácido acético absoL

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, comolos preparados mítótícos, segün la técnica antes descripta. Las

lecturas fueron hechas en un microdensítómetro 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 tinción debidas a varia

ciones en la técnica, variaciones de mediciones en el aparato en diferentes

dïas 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 (McLeÍShy Sunderland, l96l; Bennett y Smith, l976).

De cada especie se estudiaron dos procedencias diferentes y de estas

últimas tres o cuatro individuos (réplicas). De cada réplica se hicieron dos



preparados con el testigo en cada uno de ellos; sólo se midió el mejor de e

llos. En cada preparado se leyeron 20 núcleos en telofase tardïa (2C) del m3

terial de Bromus y de Allium, midiéndose además 5 núcleos en profase (AC) pa

ra control de los valores 2C. Cada núcleo se midió tres veces obteniéndosela

media. Esta medía y la del testigo correspondiente fueron usadas para obtener

el valor de ADNen picogramos por núcleo medido.

Se realizó un análisis de varianza del contenido nuclear de ADNconel

propósito de estimar las diferencias entre individuos, procedencias y espe

cies diferentes. Además, se realizaron comparaciones entre medias por medio

de los contrastes de Scheffé (1959).

Medición del área y volumen nuclear: Por cada medida de ADN,el micro

densitómetro Vicker da una medida del área nuclear en unidades arbitrarias.

Por lo tanto de cada núcleo se tomaron tres medidas de área y se calculó la

media. C0nsiderando al núcleo como una esfera y al área medida (An) como la

del circulo que la genera, se calculó el volumen nuclear aplicando la fórmu

la Vn = h/3 TT (An/TT)3/2. Esta consideración, en el cálculo del volumen, prg

vocaria una sobreestimación del valor real. Debido a que las mediciones se

hacen en unidades arbitrarias y que el supuesto error es proporcional al va

lor del área, dicho error no afecta la comparación de los volúmenes relati

vos entre las especies.

2.3.3. Medición 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 herbarío, tiñéndolos con una mezcla l:l de glicerl

na y carmïn propiónico al 1%. La determinación se hizo en base a por lo menos

500 granos de polen.



La fertilidad, expresada como2 de flores fértiles, fue determinada

por recuento de antecíos con granos maduros en panojas maduras y la estima

ción se hizo en base a muestras de más de 500 antecíos por planta.

2.5. CROMATOGRAFIA DE FLAVONOIDES EN HOJAS

2.h.l. Recolección del material para cromatografía

La recolección de hojas se realizó en plantas en cultivo. Se seleccig

naron hojas maduras que no tuvieran sintomas de senectud, las que se recoleg

taron en forma individual y se secaron en estufa a #5 °C. En varios gruposde

plantas se encontró variación estacional en la presencia de compuestos fenó

licos en un mismo individuo (Naranjo gt_al¡, 198h). Los materiales de las es

pecies estudiadas fueron coleccionados en la misma época, mientras que en al

gunos hïbridos y políploides artificiales se coleccionó materiales en épocas

distintas. Esto último se tiene en cuenta al discutir los resultados pues aün

no se han hecho estudios de variación estacional en Bromus.

2.h.2. Obtención de extractos

En general, se han seguido las técnicas cromatográfícas desarrolladas

por Mabryet_al. (l970) y Markham(¡982). Se molieron en moliníllo 0,5 gr de

hojas maduras secadas en estufa a #5 °C. Se extrajo en erlenmeyer de 50 ml

con agitación periódica, y con 15 ml de Hetanol:Agua (80:20), durante 3 horas

a ¡8-20 °C. Luego se dejó sedimentar por 10-15 minutos. El sobrenadante se se

paró por medio de una pipeta Pasteur y se filtró en un balón de 30-50 ml. Se

guidamente se concentró la muestra por evaporación, en evaporador rotativo al

vacio, hasta sequedad total. Seguidamente se suspendió el extracto seco en



0,5 ml de agua destilada y se lavó con varias porciones de 2 ml de éter eti

lico hasta que la fase etérea no presentó fluorescencia al exponerla al UV.

Coneste ültímo paso se pretendió eliminar las grasas y la clorofila.

2.h.3. Corridas cromatográficas

Se realizó cromatografía bidimensional descendente en papel. Se sem

braron SO a lOO Lambdas del extracto acuoso en papel Whatman N°3MM( hó cm

x #6 cm). Las corridas se realizaron en cubas de madera con bandejas de ace

ro inoxidable (Mabryet_gl¡, 1970). Las cubas se saturaron con el solvente

respectivo, previamente a la corrida. La primera corrida se hizo en Terbuta

nol:Acído.Acético:Agua (TBA)en proporción de 3:l:l, hasta que el frente del

solvente alcanzara 2,5 cm por debajo del borde del papel. Esta corrida duró

aproximadamente 22 horas a 22-25 °C. La segunda corrida se realizó en Acido

AcéticozAgua (OHAc)en proporción 15:85, la cual duró aproximadamente 5 horas

a 22-25 °C.'

2.4.h. Determinación de las caracteristicas cromatográficas de los

compuestos

Los cromatogramas fueron analizados bajo luz ultravioleta (366 nm),

marcando las manchas y determinando su color con exposición a vapores de amo

nïaco (NH3)y sin ella. Luego se determinó el Rf característico de cada man

cha en el primer y en el segundo solvente. Se hicieron varias corridas por in

díviduo para probar la repetíbílidad de los resultados. Además,fueron sembrí

dos extractos de dos especies en proporción lzl, cuando fue necesario verifi

car la similitud de algunas de las manchascromatográficas.



Determinación del Rf: La movilidad cromatográfica de cada uno de los

compuestos en cada uno de los dos solventes, se mide por su valor de Rf y es

teóricamente, un caracter reproducible. El Rf se define comola 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 determinación es,

por lo tanto, necesario realizar ambasmediciones y luego su cociente.

Durante los trabajos de cromatografía realizados el autor de esta te

sis ha ideado un nuevo mefodo práctico de medición directa del Rf. Este con

siste en usar una cinta de goma latex de aproximadamente 0,5 a l mmde espe

sor, 20 mmde ancho y 300 mmde largo. Sobre ella se construye una escala de

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

200 mm =j

0 10 20 30 #0 50 60 70 80 90 100 ] 120mm

300 mm ¡

El modo de uso es muy simple. Se hace coincidir el 0 de la escala con

la linea de orígen y estirando la cinta desde el otro extremo, se hace coin

cidir el lOOcon el frente del solvente. Con la cinta en esa posición, selee

el valor en que cae el centro de la mancha. Este último valor es el Rf del

compuesto. Este valor de Rf, asi obtenido, no posee mayor error que el queigz

see el obtenido por medio de las dos mediciones y su cociente. Este método ha

sido puesto en práctica, además, en estudios cromatográficos realizados en

Prosopís (Enus Zeiger y Naranjo, 1983; Naranjo gt_al.,l98ü) y en Vicia (Perra



ri gt_gl.,l981, en preparación).

2.5. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SEMINALES

Todos los pasos en la preparación de las proteinas deshidratadas para

las corridas electroforéticas fueron hechas a h °C a partir de polvo obtení

do moliendo en mortero de cuarzo 0,l5 gr de semillas maduras (l5-25 semillas)

de cada material. Las proteinas fueron extraídas tres veces (l hora cada un3

usando l cc. de ácido acético l/lOO Mcada vez. Luego de cada extracción se

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

Los geles de políacrilamída fueron preparados con CYanagumal 7%, pa

ra un gel de 2h x 7 x 0,6 cm se utilizó 8,75 gr de Cyanagum en 125 cc de a

gua destilada más 0,083 cc de NNN'Ntetrametilendíamina TMEDy 0,83 cc depeL

sulfato de amonio al 10%comocatalizador. Posteriormente el gel fue equili

brado con buffer lactato de aluminio (0,05 MpH 3,l) al cual se agregó urea

(3 M). Para la corrida fue usado un equipo de electroforesis horizontal del2

pulgadas (E.C. Apparatus Corp. EC#01) provisto de circulación de agua fria

a 5-6 °C. Comoelectrolito fue usado el buffer lactato de aluminio (0,05 M).

Para el resto de la técnica fue seguido el procedimiento descripto por Hunzi

ker (l969). La similitud de velocidad de migración de varias bandas proteicas

de diferentes especies fueron confirmadas comparándolas corriendo una mezcla

(50% + 50%) de las especies.

2.6. METODOS NUMERICOS

Para el procesamiento de datos con los métodos de la taxonomïa numéri

ca, se usó el programa NT-SYSdesarrollado por Rohlf et_al¿(l982), en una com
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putadora IBM370 del Centro de Tecnologia y Ciencia de Sistemas de la UniveL

sidad de Buenos Aires. Detalles de los métodos usados pueden encontrarse en

Sokal y Sneath (1963), Sneath y Sokal (l973) y en Crisci y López Armengol

(1983).

Se denomina unidad taxonómíca operacional (OTU's) a la unidad taxonó

mica empleada. Esta puede variar (individuo, población, especie, género,etc.)

y en nuestro caso se usa el nivel especifico,consíderando a cada una de las

especies como una OTU's.

Los métodos de taxonomïa numérica consisten en general de:

a) Determinación de las similitudes entre los OTU's, por medio deluso

de diferentes coeficientes. La similitud se calcula a partir de una matriz oí

sica de datos (MBD)compuesta por ¿_0TU's e y_caracteres.

b) A partir de los coeficientes calculados se construye una segundan@_

triz de similitud OTUx OTU.

c) Obtención de fenogramas a partir de la matriz de correlación con la

aplicación de diferentes métodos de agrupamiento (“Clustering”).

d) Se mide el grado de distorsión entre los valores de similitud del

fenograma obtenido y los de la matriz original de similitud. Para ello se coní

truye una nueva matriz de similitud, denominadacofenética, a partir del fe

nograma y luego se calcula un coeficiente de correlación del momento-producto

entre la matriz original y la cofenética. Este coeficiente se denomina“coefl

ciente de correlación cofenético“ (I); generalmente se ha encontrado que va

rian entre 0,6 y 0,95, y se ha podido demostrar empïricamentalmente que vaig

res superiores a 0,8 indican escasa distorsión entre ambas matrices (Sokal y

Rohlf, l962; Sneath y Sokal, 1973).



Coeficientes de similitud usados: La similitud entre dos 0TU's se es

tima, por medio de los mencionadoscoeficientes. Estos coeficientes cuantífl

can las semejanzas entre los distintos OTU's de la MBD.Se los pueden clasi

ficar en tres gruposzl) coeficientes de asociación, 2) coeficientes de corre

lación y 3) coeficientes de distancia (Sokal y Sneath, 1963). En este traba

jo se usan coeficientes de tipo l y 3.

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

a_= estados del carácter presentes en ambos OTU's; 9_= estados del carácter

presentes en el primer OTU's y no en el segundo; E_= estados del carácter pq;

sente en el segundo pero no en el primero y g_= estados del carácter ausente

en ambos OTU's.

a) Jaccard

a
SJ = a + b + c

En este coeficiente no se consideran las ausencias en ambos OTU's

(EDcomomedida de similitud. Este coeficiente varia entre 0 y l,

siendo l el máximode Similitud conseguido.

b) “Simple Matching Coefficient“ (SMC)

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

_ a + d
SMC _ a + b + c + d

Varia de 0 a l, siendo l el máximode similitud.

Coeficientes de Distancia

a) “Manhattan Distance“ (D)
n

D= z [(Xíj-Xik)]
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b) “Taxonomic Distance” (TD)

TD =
IIM: [(Xij-Xík)2] “2l

En D y TD Xij = valor del carácter i en la OTUj.

Xík = valor del carácter i en la OTUk

n = número de caracteres.

Análisis de agrupamientos (“clusteríng”): En este trabajo se utilizan

varios métodos para efectuar el agrupamiento:

a) Ligamíento promedio (“average línkage“)

UPGMA(“unweíghted pair group method using arithmetic averages“)

WPGMA(“weighted pair group method using arithmetic averages“)

b) Ligamíento simple (“Single línkage“)

c) Ligamíento completo (“Complete linkage“)

Congruencia taxonómica: La congruencia taxonómica es el grado de co

rrespondencia entre diferentes clasificaciones de un mismoconjunto de orga

nismos. Dos clasificaciones de un mismoconjunto de organismos son perfecta

mente congruentes si postulan los mismos grupos (Mickevich, l978; Crisci y L9

pez Armengol, ¡983; Criscí, 1984).

Se aplicaron diferentes métodos numéricos de clasificación que surgie

ron de la combinación de cada uno de los coeficientes con cada uno de los mí

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

(Sneath y Sokal, ¡973), por lo que es conveniente la utilización 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 encaró de manera experimental. Se reí

lizaron variaciones que consistíeron en:

a) variaciones de la metodología de clasificación, usando la misma

fuente de caracteres.

b) variación de la fuente de caracteres (morfológicos, electroforétí

cos, cromatográficos, etc.).

La evaluación de la congruencia taxonómica se realizó por medio del

cálculo del coeficiente de correlación (Sneath y Sokal, 1973) al comparar clí

sificaciones numéricas y mediante la comparación visual de los resultados en

clasificación numérica o no numérica.

Análisis de componentes principales: Ademásde los métodos de agrupa

miento mencionados, se pueden usar métodos de ordenación que permiten generar

estructuras taxonómícas. Unode los métodos de ordenación más difundidos es

el análisis de componentesprincípaks.Los fundamentos del mismoy la forma de

aplicación están amplia y claramente discutidos por Sneath y Sokal (¡973) y

por Criscí y López Armengol (l983).



C A P I T U L O 3

CONSIDERACIONES SOBRE NOMENCLATURA, MORFOLOGIA

Y SISTEMAS REPRODUCTIVOS
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3. CONSIDERACIONES SOBRE NOMENCLATURA, MORFOLOGIA Y

SISTEMAS REPRODUCTIVOS

3.]. EL GENERO BROMUS L.

3.1.1. Nomenclatura

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

lia Festucoídeae, Tribu Festuceae. Con alrededor de 300 especies tiene su mi

yor distribución en Europa pero está representado en Asia, Africa y Norte

Centro y Sudamérica. Ei más reciente y cuidadoso tratamiento taxonómico y ng

menclatorial dei género Bromuses el realizado por Smith (1970). En la 13213

}¿l¿_se índícan los nombresválidos de ios distintos grupos de especies según

si son tratados comogéneros, subgéneros o secciones, de acuerdo a Smith

(ibíd.).

Smith (1970) reconoce sólo los seis primeros grupos (Tabla 3.1.), pues

Smith (¡969) incluye la única especie del grupo Boissiera en la Sect. Bromus

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

Smith (i970) cementa que no es muygrande el conocimiento de las afi

nidades de ios seis taxones infragenéricos que reconoce, y que tales afinida

des apoyan la idea de que ellos deben ser considerados como Secciones de



Tabla3.].Los

sietegruposdeespeciesdeBromusL.segúnSmith(1970)yStebbíns(198])

GENEROS

SUBGENEROS

SECCIONES

6AA A A A A A
BromusL.BromusL. AnísanthgC.Kock ZernaPanzer CeratochloaBeauv. NevskíellaKreczetovích

yVredensky,

TrisetobromusNevskí BoissieraHochst.ex.

Steud.

subg. subg. subg. subg. subg. subg. subg.

BromusBromusL.Secc.Bromus Stenobromus(Gríseh)Secc.GeneaDumortíer

Hacke]

Festucoides(Coss.Secc.

yDur.5Hackel

Ceratochloa(Beauv)

Hackel

PnígnaDumortier Ceratochloa(Beauv.)

Griseb.

Secc.
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Bromus s.l. hasta que se puedan acumular más datos.

Stebbins (¡981) 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 será discutido en el capitulo de citogenética). Además,

Stebbins (l98l) reconoce comosubgénero a Boissiera (Tabla 3.l.).

Siguiendo la nomenclatura de Smith, por lo tanto, Stebbins (ibid.) re

conocesiete subgéneros: Bromussubg. Bromus, subg. Stenobromus, subg. Festu

coides, Subg. Ceratochloa, subg. Nevskiella, subg. Neobromusy 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, Irán y Afghanistan (Smith, 1970).

El subgénero Neobromus posee sólo una especie (_B_3trinii E.Desv.) na

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

El subgénero Ceratochloa posee alrededor de 16 especies. Hitchazk Y

Chase (¡950) reconocen ocho especies en el complejo E: carínatus en Norteamí

rica: E. auleutensís Trin., É¿ arizonicus (Shear) Stebbins, E: breviarístatum

Buckl., E; carinatus Hook. y Arn., E, marginatus Nees., E; maritimus (Piper)

Hitchc., É, polyanthus Schibn. y É: sítchensis Trin. En Méjico y Centroaméri

ca están presentes dos de ellas: E: carinatus y E: arizonicus (Soderstrom y

Beaman, ¡968). Este subgénero estaria representado en Sudamérica por siete

especies (Stebbins, 1981): E: bonariensis Parodi et Cámara, E: brevis Nees,

É: catharticus Vahl (citada por Stebbins comoE: wildenowií Kunth.),
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E. coloratus Steud., E: parodii Covas et Itria, E, stamineus E. Desv. y E:

valdívianus Phil. Según Cámara Hernández (1978) a las especies mencionadas

habrïa que agregar E: mangoDesvaux., É: foukii Phil. y É: tunicatus Phil.

El subgénero Festucoídes posee unas 32 especies en América (Cámara

Hernández, 1970, 1978; Burkart, ¡969; Longhi, 1977; Rosengurtt gt_al., 1970;

Soderstrom y Beaman, ¡968; Hitchcock y Chase, 1951; Pinto Escobar, ¡981;

Planchuelo, 1983). Para Norteamérica se han citado 17 especies y para Méjico

y Centroamérica lO especies. Para Sudamérica han sído citadas nueve especies:

É: araucanus Phil., E: auleticus Trín. ex Nees, E: brachyanthera Doeii., E:

flexuosa Planch., E: ianatus H.B.K., É: peilitus Hack., E: pitensis H.B.K.,

É: uruguayensis Arech. y É: setífolíus Presl.

3.I.2. Clave para los Subgéneros

En ia Tabla 3.2. se presenta una clave para ¡a determinación de los

Subgéneros.En dicha clave se indican los caracteres morfológicos principales

en los que se basa la separación de estos siete grupos. Para ia confección de

la clave se han tepido en cuenta los criterios y estudios de varios autores

(Parodi, l9h7; Hitchcock y Chase, |95|; Soderstron1y Beaman, 1968; Burkart,

i969; Cámara Hernández, 1970, 1978; Smith, ¡970; Covas, 1981).
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Tabla 3.2. Clave para la determinación de Subgéneros en Bromus

A. Espíguíllas con neta compresión en sentido lateral de glumas y lemmasque
son carenadas o aquílladas. Plantas anuales o perennes.Norte, Centro y
Sudamérica.
(6x, 8x, 12x) subg. Ceratochloa

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

B. Plantas perennes; Glumainferior l-3-nervada, superior 3-5-nervada.
Norte, Centro y Sudamérica y Europa.
(2x, üx, 6x) subg. Festucoides

BB. Plantas anuales.

C. Espíguíllas con pocas flores, pequeñas, menores de lO mmde long.,
redondeadas cuando jóvenes, luego algo comprimidas; glumas angostas,
la inferior l-nervada, la superior 3-nervada. Europa.
(2x) subg. Nevskíella

CC. Espíguíllas con muchas flores, mayores de 10 mmde longitud; glumas
anchas, la inferior I-S-nervada, la superior 3-9-nervada.

D. Arista recta o bífurcada, a veces pequeñas, no espiralizada, no ar
ticulada; los dientes de la lemmaa veces delgados pero no aristados.

1 E. Lemmasanchas, redondeadas,no acumínadas, sus dientes generalmente
menores que l mmde longitud.

F. Espíguíllas levemente comprimidas; raquilla del ler. antecío siem
prelnenor que la l/2 de la longitud de la lemma; lemma inferior
3-S-nervada, la superior 7-9-nervada. Aristas no aplanadas y rec
tas. Europa.
(2x, hx, 8x) subg. Bromus

FF.Espiguílla redonda; raquílla del lerantecio de longitud mayor que
la l/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. Boissíera

EE. Lemmasangostas, gradualmente acumínadas, bffidas, los dientes de
2 a 5 mmde largo. Aristas usualmente mayores de l,5 cm de largo.
Europa.
(2x, hx, 6x, 8x) subg. Stenobromus

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

3.2.l. Nomenclatura

A. Subgénero Ceratochloa (Beauv.) Hackel

Se tratan aquï algunos problemas nomenclatoriales y de sinonímias

que han existido en relación a las cuatro especies sudamericanas que se estu

dían en este trabajo.

l) E: catharticus Vahl. (= E: uníoloídes H.B.K.) N.v.: l'cebadilla criolla”,

“cebadilla australiana“ o “cebadilla” en Sudamérica, “rescue grass“ en

EEUUy “praíre grass“ en Nueva Zelandia.

La conocida forrajera cebadíllacriolla comienzaa tener una hístorhang

menclatorial confusa cuando Hitchcock (¡93%) rehabilita para esta especie

el binomio Bromus catharticus Vahl (Symb. Bot. 2:22. l791) y pasa a la si

nonimia el nombre É: uníoloídes H.B.K. (Nov. Gen. Sp. l:lSl.l8|6). Parodi

(¡956) y Hubbard (l956) sugieren no aceptar la rehabilitación de E:

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

l. QueÉ: catharticus Vahl es una especie problemática 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 E: 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
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y que copíó el nombre prelinneano que le dió Feuillée.

En virtud de estas razones consideraron conveniente, para evitar ultg

ríores confusiones, declarar dudosa la especie descripta por Vahl (E:

catharticus) y restablecer para la planta comúnen la Argentina el nombre

de Bromus unioloides H.B.K.

Raven (1957) usa el nombre E: catharticus Vahl para la especie en cueí

tión, lo cual indica que no habia podido enterarse de los trabajos de Ea:

rodi (1956) y Hubbard (¡956). Tres años más tarde, Raven (1960) escribe un

trabajo titulado “The correct namefor rescue grass” (El nombre correcto

para el pasto salvador). Este último nombre vulgar es con el cual se cono

ce en los Estados Unidos a E¿ catharticus (E, unioloides) como pasto fo

rrajero introducido. P. Raven, en conocimiento de los trabajos de Parodi

(l956) y de Hubbard (¡956) y basándose en una observación que le hiciera

Lloyd Shinners sobre el trabajo de Hubbard, dice:

l. “Estoy de acuerdo con las conclusiones de este último, pero noté al

gunas discrepancias en la descripción original de E: unioloídes.

H.B.K. por lo cual decidi examinarel ejemplar tipo de la especie”.

2. “Un examen de ese material confirmó mi suposición de que el tipo

pertenecía a la misma especie que ha sido llamada Bromus haenkeanus

(Presl.) Kunth, y no al más familiar pasto salvador (“rescue grassWL

3. “Comoes mostrado en la sinonímia parcial, el primer nombre válido

para el pasto salvador es E. willdenowíí Kunth, basado en Festuca

unioloides Willd“.

4. “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 posición alcanzada_por Chase (Contr. U.S. Nat.

Herb. 2H:l83.l925), pero que fue pasada por alto por los trabajos

posteriores“.

5. “La especie andina debe ser conocida comoE: uníoloides H.B.K.,

mientras que el ampliamente díseminado y común pasto salvador está

apropiadamente referido comoE: willdenowii Kunth”.

Por lo tanto, Raven (ibid) propone:

a) llamar E: uníoloides H.B.K. al conocido E. brevis Nees.

b) llamar E: willdenowii Kunth a la cebadilla criolla o “rescue grass”.

Por último, comocomenta Covas (l98l), la nomenclatura botánica de la

cebadilla criolla ha sido aclarada, al parecer definitivamente, por Pinto

Escobar (l976, l98l) quien encontró en el Museode Paris dos ejemplares de

Bromus coleccionados por Domble en Lima, Perü, que presumiblemente han si

do los ejemplares sobre los que Vahl describió E: cathartícus, nombre que

tiene prioridad sobre E¿ uníoloides H.B.K. y É: wildenowii Kunth. Respecto

a la observación de Parodi (l956), quien señaló que la cebadilla criolla

no es purgante, como lo consigna Vahl al describir la especie (“Gramen

bromoides catharticum vulgo guilno”), lo que contribuïa a dudar de la espe

pecie de Vahl, Cobas (ibid) señala que en repetidas oportunidades ha reco

gido la información de que la cebadilla criolla es bu5cada por los canes

para purgarse; además señala que uno de los nombres vulgares que dan en C2

lombía 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-E5cobar (1976, l981) suministra la‘siguiente lista de sinóni

para E: catharticus Vahl (Symb. Bot. 2:22.1791):

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

Ceratochloa uníoloídes (Willd). Beauv. Agrost, 75.16h; Expl. Pl.ll,

Tab. IS, Fig. 7.l8l2.

Bromus uníoloídes H.B.K. Nov. Gen. 8 Sp. l:lSl.l816.

Bromusuníoloídes (Uilld.) Raspail, Ann. Sci. Nat. S:h39.l825.

Bromus willdenowíí Kunth. Revís. Gram. l:l3h.1829.

Bromus strictus Broung. Voy. Aut. Monde2(2):h5.183l.

Visto lo que antecede, comparto la opinión vertida por Covas (198])

que el problema de la nomenclatura de la cebadilla criolla debe conside

rarse totalmente aclarado. Lamentablementeesta opinión no es compartida

por Stebbíns (l98l) quien insiste en usar para esta especie el nombreE.

wildenowii propuesto por Raven (¡960). Con ello Stebbíns (ibid) parece no

reconocer el estudio y criterio de Pinto Escobar (¡976, l98l), pues aunque

no lo menciona, no lo debe desconocer debido a que Pinto Escobar es copaL

tícipante con Stebbíns del mismo Simposio sobre Bromusdonde publican ca

da uno un criterio diferente sobre la nomenclatura de esta especie (Pinto

Escobar, l981; Stebbíns, l981).

E. brevís Nees. ssp. brevís N.v.: “cebadilla pampeana”

Esta especie fue descripta por Nees (En Steudel, Syn. Plant. Gram.:

326.]855). No existen problemas nomenclatoriales excepto por el uso por

parte de algunos autores del nombre É. haenkeanus (Presl.) Kunth (Enum.PlW

l:hl6, 1833). Este ültímo nombre es un sinónimo de É. catharticus Vahl, c9

como lo señala Cámara-Hernández (¡970).



3)

¿6)

3h

Covas (l98l) ha descripto para esta especíela subespeciefestucaroides

Covas et Hillot. Esta subespecie difiere de la tipica en que sus glumas,

lemmasy cariopse no están comprimidos en sentido lateral. La compresión

lateral mencionada es el carácter fundamental del Subgénero Ceratochloa.

Pero dado que se encuentra toda una gama de variación que va desde las ca

racterïsticas de É: brevis ssp. brevis hasta las de É: brevis ssp.

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

ta última como una subespecíe, mas bien que una especie diferente de B.

brevis.

B. bonariensís Parodi et Cámara-Hernández.N.v.: “cebadilla serrana”.

Especie descripta porParodi yCámara-Hernández(Parodí,l962) en base

al ejemplar L.R. Parodi N° l0329 (9/XI/32) proveniente de las Sierras de

Curru-Malal, Prov. Buenos Aires. Los autores la mencionan como común en

grietas húmedas de los cerros.Se tratabade una especie endémica de las

sierras de La Ventana. Posteriormente, fue hallada en las Sierras de

Lihuel-Calel, Prov. de La Pampa por P. Steibel, J. Cámara-Hernández y C.A.

Naranjo.

É. parodii Covas et ltria. N.v.: “cebadilla intermedia“

Especie descripta porCovas e ltria (¡968) enbase a ejemplaresde La Pam

pa, Anguil (cultivada de granos colecci0nados en El Carancho, Depto. Ultra

cán). Covas (|98|) señala que esta especie ha sido hallada en suelos húme

dos de la provincia fitogeográfíca del Espinal y a orillas del arroyo de

las sierras de Lihuel Calel, y agrega que es probable que se encuentre en

otras áreas de nuestro pais donde puede haber pasado ínadvertida por su si

milítud con É: cathartícus.
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B. Subgénero Festucoides (Coss. 8 Dur. ) Hackel

De este subgénero se mencionan aquí E: uruguayensis y E, brachyanthera

por ser dos especies que se estudian cromosómica y cromatográficamente en es

te trabajo. El problema de nomenclatura se limita al diferente nivel taxonó

mico que distintos autores dan a estas dos entidades.

E: brachyanthera Doell (en Martius, Flora Brasil., 2(3):ll0.l878) y

E. uruguayensis Arechavaleta (Las Gramín. Urug.:433, lám.6h.l897) han sido

mantenidas comoespecies distintas por Burkart (1969), pero consideradas co

mo subespecies por Rosengurtt Ét_al.(1970) y consideradas comovariedades por

Cámara-Hernández (¡970) y Longhi (1977).

3.2.2. Caracteristicas morfológicas

A. Caracteres considerados

Se ha realizado un estudio morfológico en las cuatro especies del

subgénero Ceratochloa (E. catharticus, E: brevis, É. bonaríensis y B. parodiiL

Para cada especie se hanestudiado principalmente los mismos individuos que

han sido usados comoprogenitores de los híbridos artificiales, en estudios

cítogenéticos, electroforéticos y cromatográficos. Los caracteres han sido og

tenidos del estudio de bh ejemplares de herbarío: g¿ catharticus (lb), E.

brevis (¡2), E: bonaríensis (8) y E¿ parodii (lO). Los ejemplares estudiados

representan de dos a cínco localidades diferentes para cada una de las espe
cies.
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En la Figura 3.]. A se muestra el aspecto general de cada una de las

especies e interesa con ella mostrarlas diferencias que presentan en cuanto

a las inflorescencías secundarias (panojas). Correspondeaclarar que con la

finalidad de poder mostrarencficha figura todas las panojas de la planta,

en el caso de E: catharticus y E. brevis las mismas fueron unidas por un a

nillo metálico o atándolas con hilo de algodón. Esto ültimo alteró un poco

el aspecto general de las ínflorescencias de dichas especies, que se presen

tan naturalmente más expandidas radialmente.

En la Figura 3.l. B_se muestra una ¡nflorescencía primaria (espígqi

lla) 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 l, 2 y 18 no han sido tomados en todos

los ejemplares estudiados en cada una de las especies. El carácter l (peren

nídad) es un carácter dificil de determinar en ejemplares de herbario, pero

ha sido determinado en materiales en cultivo y es un carácter constante para

cada especie. El carácter 2 (tipo de floración, chasmogamía-cleistogamia) al

igual que el carácter l se determinó en materiales cultivados y se verificó

en los ejemplares de herbario analizados. El carácter 3 (Peso de la semilla)

se lo determinó en aquellos ejemplares que estaban con frutos o en materia

les de cultivo de la misma procedencia. Los restantes caracteres se los re

gistró en todos los ejemplares de herbario estudiados.

B. Estudio de taxonomía numérica

Con el propósito de realizar una evaluación de las observaciones mor

fológicas se realizó con estos caracteres un estudio aplicando técnicas de
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A = Aspecto general de las cuatro especies de Bromus sub

género Ceratochloa estudiadas (E¿ cathartícus, E: brevís,

É: bonaríensís y E: parodií). Para referencia del aumento

de esta foto, el diámetro de ¡a maceta es de 22 cm.

B = espíguíllas de las mismascuatro especies.
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Tabla 3.3 Caracteres morfológicos considerados para cada OTU

N° Carácter y forma de tabulación

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

2 - Floración exclusivamente chasmógama (0), chasmogamía y cleistogamía
alternada (l), exclusivamente cleistógama o alternada (2).

3 - Prefolíación plegada (0), plegada-convoluta (l), convoluta (2).
h - Númerode nudos del raquís principal de la panoja.

5 - Número.total de espíguillas.
6 - Longitud del primer internodío basal del raquís principal (mm).

7 - Longitud del primer internodío basal de la ramificación del 2°nudo bg
sal del raquís principal (mm).

- Númerode ramificaciones en el 2° nudo basal del raquís principal de
la panoja.

9 - Longitud de la espíguilla (mm).

lO - Ancho de la espíguilla (mm).

ll - Númerode flores de la espiguilla (medido en la primera espiguílla bg
sal de ramificacíón del segundo nudo basal del raquis principal).

12 - Longitud de la raquílla del ler antecío (mm).

l3 - Longitud de la gluma (mm).

lb - Ancho de la giuma (mm).

IS - Longitud de la lemma del ler. antecío (mm).
l6 - Ancho de la lemma del ler. antecío (mm)

l7 - Longitud de la arista de la lemmadel ler. antecío (mm).

l8 - Peso de la semilla (mg).
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taxonomía numérica.

Los datos consistieron en los 18 caracteres registrados para cada

una de las cuatro especies (OTU's). Los caracteres se han tabulado como se

indica en la Tabla 3.3., usándose la media para los caracteres cuantitativos

y registrándose la modaen los de variación discontinua cuando fue posible.

Los datos se presentan en la matriz básica de la Tabla 3.h., construl

da con los 18 caracteres y los h OTU's. Estos datos fueron analizados por

dos métodos de agrupamiento y uno de ordenación.

Métodos de agrupamiento: La distorsión de cada método fue cuantificí

da en cada uno de los dos métodos empleados (Figura 3.2.). En ambos se utili

zó el método de agrupamiento UPGMAmientras que se usó el coeficiente de díí

tancia “Manhattan” en uno de ellos y Distancia Taxonómíca en el otro. En la

Figura 3.2. se muestran los fenogramas obtenidos. Ambosfenogramas sugieren

las mismas relaciones fenétícas, siendo el par de especies E: brevis - E¿

parodii las más relacionadas y E, catharticus la especie más aislada. Es evl

dente, por simple comparación visual que los dos métodos aplicados produje

ron resultados altamente congruentes.

Análisis de componentes principales (ACP): En base a la matriz bási

ca de datos de la Tabla 3.ü. se obtuvo una matriz de correlación de l8 caras

teres x 18 caracteres y en base a ella se obtuvieron los Eigen-valor, porcen

taje de traza y acumulación de porcentajes que figuran en la Tabla 3.5.. Como

puede observarse en esta última tabla el 100%de la variación de todos los

caracteres está acumulada en los tres primeros componentes.La contribución

de cada uno de los caracteres a cada uno de los tres componentes está indica

da en la Tabla 3.6. Al analizar la Tabla 3.6. se ve que los seis caracteres



Tabla3.4.

MatrizBásicadeDatos(MBD)paracaracteresmorfológicos

Caracteres

Especies

(OTU's)

10

ll

12

cathartícus parodíí brevís bonaríensís

3 O

22,77 20,75 27 ¡0,6

#8 34,25 38.92 142,5

29,hh ¡8,25 ¡8 2]

2,36 2,75 3.55

29,05 28,5 23,88 38,08

6,70 5,h2 h,82 h,83

6,80 6,33 8,06 8,66

9,h2
¡1,8

2,86 2,5

7,582,78
¡0.752,39

114,32 114,01: ¡0,56 114,72

0,7h 2,18 0,36 8,37

7,19 h,63 5,53 6,83

h]
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Fig. 3.2. Fenogramasobtenidos en base a 18 caracteres morfológicos.

Coeficientes usados: T = Manhattan, TD= Distancia Taxonó

mica. Los dos fenogramas se obtuvieron por el método de a

grupamiento UPGHA.
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T / UPGMA
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r = 0.886 B.bona. 0.160

I— B.bI€V. 0.946
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B.cath.

TD / UPGHA

1.530 1.470 1.410 1.350 1.290 1.230 1.170 1.110
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'r = 0L9l9 B bona. 1.370

B.brev. 1;121f1 E
1.513

B.cath.

Fig. 3.2



Tabla 3%5

lili

Valores del Eigen-Valor, porcentaje de traza y a

cumulación de porcentaje para cada uno de los tres

componentes principales

Porcentaje Acumulación
Componente Eigen-Valor de de

traza porcentaje

l° 8,539 h7,hh h7,hh

2° 6,669 37,06 8h,50

3° 2.791 15.50 ¡oo



Tabla 3.6 Contribución de cada uno de

los 18 caracteres a ios tres

componentesprincipales

carácter Componentes

1° 2° 3°

1 0,899 -0,027 -0,h37

2 0,717 0,h72 0,51h

3 0,986 0,063 0,156

h 0,686 -0,523 0,507
5 0,756 -0,652 0,067

6 0,h50 0,638 -0,625
7 0,6hh 0,728 -0,237
8 0,287 -0,958 -0,005
9 -0,653 0,7h2 -0,151

10 0,812 0,555 0,182

11 -0,78h -0,233 -0,575

12 0,3h7 0,876 0,335

13 -0,h69 0,58h 0,662
1h 0,95h -0,140 -0,26h
15 -0,197 0,925 0,32h

16 0,850 0,503 -0,133

17 -0,866 0,h98 0,0h1

¡8 0,190 0,701 -0,688
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que más contribuyen al primer componente son:

lh

16

- Perennidad

- Tipo de prefoliacíón

- Númerototal de espíguíllas

- Anchode la espiguílla

- Ancho de la gluma

- Ancho de la lemma.

Los seis caracteres que más contribuyen al segundo componente son:

6

7

9

l2

¡5

18

- Longitud del primer internodio basal del raquís principal

- Longitud del primer internodio basal de la ramificacíón del

2° nudo basal del raquís principal

- Longitud de la espiguilla

- Longitud de la raquilla del ler. antecio

- Longitud de la lemma

- Peso de la semilla

Por Último, los seis caracteres que más contribuyen al tercer compo

nente son:

En la

- Tipo de floración

- Númerode nudos del raquís principal de la panoja

- Anchode la espiguílla

- Longitud de la raquílla del ler. antecio

- Longitud de la gluma

- Longitud de la lemma

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



Tabla 3.7 Valor de ¡a posición de cada OTU's en cada uno de

los tres componentesprincipales

l

Componente OTU S
B bona B brev B paro. g cath

1° -0,822 0,132 -0,ISI 0,8hl

2° 0,h20 -0,809 -0,126 0,515

3° -05233 ’09263 -0!082

147
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(especie) en cada uno de los tres componentes. La representación gráfica que

permite visualizar las estructuras taxonómicas que este métodogenera, se

pueden hacer en dos o en tres dimensiones. Las representaciones gráficas bí

dimensionales surgen de la combinación de a dos de los tres componentes. En

la Figura 3.3. A y B se muestran dos de las representaciones bidimensíonales.

La representación gráfica tridimensional se basa en la combinación de los

tres componentes y seinuestra en la Figura 3.h.

Con este método(ACP) las relaciones entre OTU's se establecen por su

proximidad en el espacio delimitado por los componentes; cuanto más próximos

se encuentran, más relacionados están. Al analizar los dos gráficos bídimen

sionales (Figura 3.3.) y el tridimensional (Figura 3.h.) puede verse que las

cuatro especies están todas suficientemente separadas lo que no permite esta

blecer pares con neta afinidad. Noobstante, en las Figuras 3.3. A y ;¿í¿

puede verse que las especies más aisladas son B. bonariensís y B. catharticua

en especial esta última.



Fíg. 3.3.

#9

Gráficos bídímcnsíonales con la proyección de las OTU‘sen

los tres componentes (I, ll y lll), tomados de a dos.

A = componentes I y II, donde está representada e] 8h,50%

de la variación tota] (l = h7,hh%; ll = 37,06%)

B = componentes I y III, donde está representada el 62,9ü2

de ¡a variación tota] (I z A7,hh%; III = 15,502).
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Fíg.3.4 Análisis de los componentesprincipales de las cuatro espe

cies de Bromusconsideradas.

Gráfico tridimensional con la proyección de las OTUen los

tres componentes (l, II y III). Esta representación expresa

el 100%de la variación.(| = h7,hh%; ll = 37,06% y

Ill = 15,50%)
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C. Clave para la determinación de las especies

La siguiente clave ha sido elaborada en base a la propuesta por Covas

(l98l) con algunas modificaciones sugeridas por las observaciones realizadas

en el presente trabajo.

A. Prefoliación convoluta. Anual o bienal. Floración chasmógama-cleis

tógama, predominantemente cleístógama.

E: catharticus

AA. Prefoliacíón plegada o plegada con los bordes de la lámina involg

tOS .

B. Artejo de la raquilla menor de 1,5 mmde longitud. Lemmac0n

arista generalmente menor de 0,5 mmde longitud.

E, brevis ssp. brevis

BB. Artejo de la raquílla mayor de 1,5 mmde longitud. Lemmacon

arista generalmente mayor de 0,5 mmde longitud.

C. Láminas folíares plegadas, con bordes involutos (plegada-con

voluta). Panojas con ramificaciones erguídas. Chasmógama

clelstogama. E: parodíí

CC. Láminas foliares plegadas. Panojas piramidales con ramifica

ciones horízontales. Flores chasmógamas.

B. bonariensis
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3.2.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

En la sección 3.1.1. (p. 25) se menciona y señala la distribución del

género Bromus, que es cosmopolita. El subgénero Ceratochloa (página 27) es ame

ricano y está'constítuido por alrededor de 16 especies, 8 del complejo octoploí

de É¿carinatus en Norteamérica, Méjico y Centro América, y 8 especies del com 

FHQOhexaploide HE.catharticus” en Sudamérica.

A continuación se discute la distribución geográfica 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 solo en algunas

observaciones propias y observaciones realizadas por otros autores (Parodi, l9h9;

Soderstrom y Beaman, l968; Burkart, 1969; Cámara Hernández, 1970; Rosengurtt gt

21:, l970; Longhi, ¡977; Covas, 1981; Pinto Escobar, 1981).

E.bonaríensís : Originalmente esta especie fue descripta comoendémica de

las sierras de Curru-Malal, Prov. de BuenosAires (ver página 3h). Posteriormente,

fue hallada en las sierras de Lihuel-Calel, Prov. de La Pampay recientemente pa

rece habérsela hallado en las sierras de Tandil (Hunzíker, J.H., comunicación per

sonal). Esta especie tendria distribución restringida a las sierras de las Provin

cias de Buenos Aires y La Pampa. En las sierras se la encuentraen grietas húmedas

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

E.parodii: Se con0ce aun pOCOsobre su distribución geográfica por ser

una especie recientemente descripta (Covas y Itria, l968). La descripción se rea

lizó en base a materiales de El Carancho, Depto Ultracáh, Província de La Pampa.

Los autores de la especie y Covas (1981) comentan que ha sido hallada en suelos

húmedosde la provincia fitogeográfíca del Espinal y a orillas del arroyo de las

sierras de Lihuel-Calel, Prov. de La Pampay agregan que se encuentra en otras
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áreas de nuestro païs donde puede haber pasado hadvertida por su similitud con

g.cathartícus.

E.brevís: Es una especie de amplia distribución en las pro

vincias fitogeográficas Pampeana, del Espinal y del Monte en la República Argen

tina, extendiéhdose hacía el sur hasta Santa Cruz, hacia el este de la Provincia

de Buenos Aires , hacia el oeste en la Prov. San Juan y haciaelrnrte hasta Ju

juy . Tambien ha sido citada para el noroeste de Sudamérica y Centroamérica en

la: província fitogeográfica Pacífica. Tendrïa por lo tanto una distribución

dísyunta. E¿brevís aunque en general puede encontrarsela aislada en las zonas

mas secas de las provincias fítogeográficas mencionadas, es simpátríca con E¡Ea

tharticus en las zonas algo mas húmedas.

É¿catharticus : Sin lugar a duda es la especie de mayor dis

tribución de las aqui consideradas. En relación a É¡brevis, es menostolerante

a la sequfa y está limitada hacia el sur a las zonas húmedasde la provincia fí

togeográfíca del Monte. En cambio hacia el este se extiende hasta Uruguay y el

Sur de Brasil . en la provincia fítogeográfica Pampeana. Hacia el oeste

se la ha citado para el centro y norte de Chile en las provincias fitogeográ

.fícas de las Yungasy Subantartica. Hacia el norte se extiende hasta el noroes

te de Sudamérica y Centroamérica. Su distribución parece continua desde la Rqfiblí

ca Aregentina hacía d norte a través del la provincia fítogeográfíca del Desierto
len Peru.
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3.3. SISTEMAS REPRODUCTIVOS

3.3.1. Introducción

Las plantas superiores proveen un buen material para el estudio de la

evolución de los sistemas genéticos que afectan el sistema reproductivo en

las poblaciones (especialmente el porcentaje de fecundación cruzada), porque

frecuentemente existen diferentes sistemas en especies relacionadas de un

mismogénero (Stebbins, ¡957). En las gramïneas existe una gran diversidad

de sistemas de reproducción sexual que van desde la autogamia hasta distin

tos tipos de alogamía (Connor, 1979). Según Stebbins (ibid) un buen ejemplo

para estos estudios es el género Bromus. Algunas especies del viejo mundoc2

moE: erectus Huds. y E: inermis Leyss. son autoincompatíbles y equipadas pa

ra la fecundación cruzada con anteras largas exertas y largos estigmas plumg

sos. Otras, particularmente las perennes del nuevo mundocomoE¿ grandis

(Shear) Hitchc., E: laevipes Shear, E¡ purgans L. y E: 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 (E: cíliatus L.) y

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

topolínizadas debido a sus anteras pequeñas las cuales son raramente exertas;

la alogamía es en estas especies un evento raro como lo señala Jain (¡975) al

calcular un #2 de alogamía para E¿ mollis L. Finalmente hay un grupo de espe

cies del nuevo mundo, también autocompatibles, pertenecientes al Subgénero

Ceratochloa que alternativamente producen florescon chasmogamía (CH) con an

teras largas exertas y estigmas largos adaptadas para polinización cruzada y

flores con cleistogamia (CL) con anteras cortas en las que la autofecundación
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es obligada (Hackel , l906; Hauman, l917; Ragonese y Marcó, l9hl; Harlan,

l9HS a)

Hackel (1906) fue quien describió por primera vez la CLen E¡catharti

sus! con anteras pequeñas de 0,5-0,7 mmy lodïculas de 0,5 mm. La mayoria de

los ejemplares, observados por este autor, eran CLy unos pocos CHcon ante

ras largas hasta 3,5 mmy lodïculas de l mm.Hackel, clasificó a esta espe

cie comodimórfica con dos tipos de plantas diferentes: CHy CLy Stuckert

(1906) cita por primera vez para Argentina las dos formas de Hackel: E:

uníoloides H.B.K. f. typíca cleistogama Hackel y E: unioloides H.B.K. f.

chasmogama Hackel . Fue Hauman (l9l7) quien observó que en setiembre la flo

ración era CHy en octubre era CL puntualizando que no se trata de una espe

cie dimorfa sino que son plantas CLfacultativas.

En E¿ carínatus, Harlan (l9h5 a) describió la existencia de CHy CL

en una mismaplanta y sugirió que la especie es CLfacultativa. Señaló, ade

más,que las condiciones ambientales óptimas para la floración inducïan CHy

las adversas CL, que ambos tipos de flores pueden aparecer en una misma pang

ja y que morfológicamente las flores CL difieren de las CHen que tienen re

ducción en el tamaño de las anteras, estigmas y lodïculas.

Ragonese y Marcó (lBhl) describieron detalladamente para g. catharti

íuí un sistema reproductivo semejante al de É: carínatus y señalaron que la

primera floración es CHmientras las subsiguientes son CL. Posteriormente

(Ragonese y Marcó, l9h3) muestran que el fotoperïodo seria el factor ambien

tal determinante de uno u otro tipo de floración; fotoperïodo corto (lO-lZ

horas) en la primera floración induce CH. Estos mismos autores señalaron que

la prolOngacíón artificial del fotoperïodo es capaz de adelantar en dos
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semanas la floración e inducir la producción de CLen agosto. Pero la reduc

ción artificial del fotoperïodo no fue suficiente para inducir la producción

de CHen las segundas floracíones.

Langer y Wilson (1965) señalan que en É: catharticus, además del fotg

periodo corto es necesario una alta humedaden el suelo para producir CH. Ra

gonese y Marcó (l9hl) y Langer y Wilson (ibíd) coinciden en que el tamaño de

las anteras, filamento y lodïculas son más cortas en la floración CLde E:

catharticus.

La primera floración en E: catharticus puede ser directamente CLomi

tíéndose la floración CH, sin un fotoperïodo largo que la induzca, contraria

mente a lo señalado por Ragonese y Marcó (l9h3). Esto fue observado por Pé

rez López (1975) quien obtuvo CL en primera floración sin ningún tratamiento

fotoperíódico con sólo atrasar la fecha de siembra hasta los primeros dias de

junio. En poblaciones naturales y en cultivo, es muyfrecuente que la prime

ra floración sea CL, comoserá mostrado en la sección 3.3.3. del presente

trabajo.

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

especies del Subgénero Ceratochloa (E: brevis, E: parodií y E: bonaríensís)

no se han realizado estudios detallados, aunqueexisten algunas referentias

que se mencionan a continuación.

Covas e ltría (l968) en la descripción original de E: parodií señalan

que la especie posee “Anteras hasta de 0,9 mmde long.“; los autores no indi

caron si la floración es CL o CH, aunque por el tamaño pequeño de las ante

ras probablemente la especie fue descripta en base a ejemplares CL. Poste

riormente Covas (l981) señala que la floración es alternadamente CHy CL con
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anteras largas y cortas respectivamente.

EnE; brevís el ünico que ha hecho observaciones crïticas sobre el ti

po de floración fue Covas (l98l), quien menciona para E: brevís ssp. brevís

llLa floración es alternadamente chasmógamao cleistógama; en el primer caso

produce anteras largas exertas, en tanto que en el segundo las mismas son

cortas y quedan incluïdas entre las glumelas“. Para E: brevís ssp. festucaroi

des , Covas (ibid) señala: “En esta subespecíe se observa alternancia de

chasmogamíay cleistogamía”.

Para E: bonaríensis, Parodi (¡962) en la descripción original de la

especie menciona “Androceo de 3 estambres con anteras de 3 a 7'mm de largo“,

sin señalar que el largo de las anteras corresponderïa a floración CH.

En relación a la estructura reproductiva en poblaciones naturales de

especies del Subgénero Ceratochloa se pqeden citar los trabajos de Harlan

(19hs b) en É: carinatus y los de Pérez López (1975), Cladera (1979) y

Cladera y Pahlen (l98h) en E. catharticus.

Harlan (ibid) presenta una hipótesis acerca de la estructura repro

ductiva de E. carínatus, explicando, en base a la condición de CLfacultativa,

la existencia de enjambres de razas locales. La autogamía (CL) es la regla y

en una población local se presenta alta homocigosís, sin embargo híbridos ¡E

terpoblacíonales con alta heterocigosis ocurren ocasionalmente en panojas CH.

Por autofecundación posterior, esta heterocigosis es reducida y en pocas ge

neraciones uno o muchos recombinantes de los caracteres originales pueden es

tablecerse comorazas nuevas y uniformes restringidas en su variabilidad ge

nétíca.

Pérez López (1975) analizó la variación para l7 caracteres morfológicos,
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algunos con alta heredabilidad, en plántulas y plantas adultas en tres pobla

ciones de É: catharticus, concluyendo que la variabilidad en las progenies

provenientes de floración CLes tan alta como la que se presenta en la progE

nie de individuos con floración CH.

Cladera (¡979) y Cladera y Fahlen (198h) al estudiar la variación de

esterasas en las mismas poblaciones de B. catharticus estudiadas por Pérez

López (íbid) encontraron que esta especie resulta predominantementeautofe

cundada. Vieron dos patrones, uno rápido (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 López (¡975) para caracteres mor

fológicos. Los autores no discuten estas diferencias, aunque Cladera (l979)

aclara que los estudios de las esterasas se hicieron después de un ciclo de

autofecundación, lo cual redujo a la mitad el número de posibles heterocigo

tas .

Otros aspectos importantes sobre el sistema reproductivo de estas plan

tas pueden ser presentados al discutir las siguientes preguntas:

a) ¿De qué forma puede ser estimado el grado de alogamia?

b) ¿Es la cleístogamia (CL) y en cierta forma la autogamia en general

una condición derivada?

c) ¿Desde un punto de vista genético, qué significado evolutivo tie

ne la CL?

a) En relación a la forma de estimar el grado de alogamia, Cruden 0977)

señala que la relación entre el número de granos de polen/óvulos (P/o's) en
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plantas, incluyendo las gramïneas, refleja el sistema reproductivo y ellas

pueden ser divididas en cinco clases que van de xenógamas con P/o's - 5860

a cleístógamas con P/o's = S. Comolas flores de gramïneas poseen un solo ó

vulo, el nümero y longitud de las anteras es un buen estimador de la rela

ción P/oLs y refleja la variación en el sistema reproductivo (Cruden, l977).

Apoya esta última idea el que Campbell (1982) haya encontrado una gran corre

lación entre longitud de las anteras y el porcentaje medio de CHen nueve es

pecíesde Andropogon. Por otro lado en especies en que hay alternancia de CH

y CL, es importante, para estimar el grado de alogamia, hacer una estimación

previa del porcentaje de CHen cada ciclo de floración. Este último aspecto

ha sido tenido en cuenta por Wilken (l982) al calcular el balance entre CH

y CLen Callonia grandiflora (Polemoniaceae).

b) Stebbins (¡957) argumenta, con ayuda de numerosos ejemplos, inclul

do el género Bromus, que la autogamía es una condición derivada. Sus argumen

tos están basados en estudios comparativos de morforlogia, distribución geo

gráfica, sistema genético y la naturaleza de cambios mutacionales.

c) Campbell gt_al (l983) comentan críticamente, en base al aporte de

numerosos autores, que la autofecundacíón y la autogamía son importantes en

la limitación del flujo génico entre poblaciones, la preservación de combina

ciones génicas que confieren alta adaptación a determinados ambientes, la

fructificación de plantas aisladas comoproducto de dispersión a distancia y

bajo condiciones adversas de polinizacióny reducción o eliminación del costo

de la sexualidad a través del mantenimiento de una ventaja adaptatíva sobre

la asexualidad. Estos autores señalan , además, que la CL (autofecundación g

bligada en flores cerradas) intensifica las ventajas potenciales de la auto

gamia.



62

Campbell (1982) encontró, en un estudio sobre CL - CHen once especies

de Andropogon, que los taxones con la mayor frecuencia de flores CL son tam

bién los más exitosos colonizadores de ambientes modificados. A conclusión se

mejante llega Cruden (1977) al analizar la adaptación de otras plantas auto

gamas. Campbell Ét_al¿ (¡983) señalan que alrededor del 60% de las especies

de gramineas con CL son colonizadoras de ambientes modificados.

3.3.2. Pruebas de autocompatibilidad

Mientras se realizaron los cruzamientos interespecïfícos, se hicieron

algunas pruebas para confirmar la supuesta autocompatibilidad durante la flg

ración chasmógama(CH) en cada una de las especies. Se utilizaron bolsas de

tela de avión, iguales a las descriptas para hibridación, 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 producción de semillas fue semejante a la de los testigos, a

los que se mantuvo con una polinización abierta. En general se notó una apa

rente y pequeña disminución de producción de semillas en las plantas someti

das a la prueba. Esta disminución puede deberse a las perturbaciones produci

das por el embolsado de la panoja,que , al alterar las condiciones naturales

de polinización, pudo disminuir la producción de semillas. E: brachyanthera

y É: uruguayensis, que pertenecen al Subgénero Festucoides y florecen siempre

con flores chasmógama (CH), mostraron ser autocompatibles con elevados por

centajes de producción de semillas.



Tabla3.9.Pruebadeautocompatibilídadenespeciesde

Bromus.

Autopolinización

.N°de.

EspeCIescultivo]Tipode

floración

2

%de
semillas

obtenidas

Polinízaciónabierta Tipode
floración

2

zde
semillas

obtenidas

129/3CH 129/],h,5,8— 129/hCL

E.catharticus

125/6CH lZS/3.‘l"

E.brevis

98/2CH 98/l,2,3,h

B.bonaríensis

63h/2CH 63h/1,2,3,h

E.parodii

620/3CH 620/l,2,3,h

E¿brachyanthera

638/]CH 638/1,2,3

B.uruguayensis

83,2

CH

9h.8 92 93,7

IX/7l lX/7l

XII/71

|X/71 lX/7l
x/76 X/76

Xl/76 Xl/76 XI/76 XI/76 XI/76 XI/76

l:AdemásdelN°decultivoseindicanlosnúmerosdeindividualizacióndelasplantas 2:CH=chasmogamía,CL=cleístogamía.

usadas

63
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En la Tabla 3.Q¿_se muestra además los resultados de una prueba hecha

en É: catharticus (Cult.l29/h) en diciembre, cuando la floración es cleisté

gama (CL). La producción de semillas fue elevada, lo que indica la eficien

cia de la autofecundación durante CL.

3.3.3. Periodos y tipos de floración

Durante los años l97l y 1980, en que se mantuvieron cultivadas las es

pecies en el jardin experimental, se ha acumulado suficiente información c2

mo para hacer un análisis sobre sus periodos y tipo de floración. Conmotivo

de la realización de cruzamientos artificiales y fijaciones de flores para

estudios meiótícos se puso gran atención en la Búsqueda de la producción de

floración CH, única ütil para los fines mencionados por el gran tamaño de las

anteras. En la Figura 3.j¿_se muestran los periodos y tipo de floración (CH

CL) . Es importante aclarar que los registros realizados para la confección

de los periodos de la Figura 3.5. se han hecho en plantas con anteras maduras

con lo cual podria considerarse que los periodosde floración se inician entre

2 y 3 semanas antes para cada especie. No obstante esto último, se insiste en

fijar el inicio de floración en el momentode maduración de anteras (antesis)

pues esennelcual seinicia la fecundación en cada una de las especies.

En tres de las especies (E: cathartícus, E: brevis y E, parodii) hay

alternancia de floración CH- CL (Figura 3.5.). Dichas floraciones se produ

cen en las mismas plantas. Sólo en E. catharticus puede ocurrir que las plan

tas inicien su floración directamente en forma de CL , sin producción de CH

en la primera floración; la frecuencia en que ocurre este Ültímo fenómeno se

rá discutida en el punto 3.3.h. de este Capitulo. E: brevis y E: parodii,en

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



Fíg. 3.5.
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Perïodos y típos de floración en las cuatro especies estu

diadas de Bromus, Subgénero Ceratochloa.Resultados de obser

vaciones realizadas en materia] cultivado en un jardín expe

rimental uníforme.La floración chasnógama(CH) ycleístógama (CL)se

señalan con lfnea llena y de trazo respectivamente.



23cathartícus
B.brev's E3parodii B.bonaríensís

AgostoSetiembreOctubre

NoviembreDiciembre

Enero

Febrero

Referencias:

=Floracíónchasmógama°------

Fig.3.5

=Floracíóncleístógama.
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E, catharticus, E: brevís y É: parodii, al finalizar el periodo de floración

CH, se han observado inflorescencias con ambos tipos de flores (CHy CL), ¡2

cluso 'entre flores de la mismaespiguilla. Por último, E: bonariensís siem

pre produce flores CH, no habiéndose encontrado nunca indicios de floración

CL.

Los limites propuestos en la Figura 3.j¿_para los periodos de flora

ción 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 floración CL,pues, por ejemplo en E: catharticus se han

registrado, en determinados años, algunos indíviduos.en poblaciones natura

les con floración CL en marzo, abril y mayo, como también a fin de julio y

principio de agosto.

EnE. uruguayensís y É.bnachyanthera (Subg. Festucoides) las floracig

nes son exclusivamente CHy al menos coinciden en los meses de octubre y no

viembre en materiales cultivados. No se han registrado con precisión los lïmi

tes de floración de estas dos especies.

3.3.h. Porcentaje de chasmogamia - cleistogamía en especies de Bromus

Comoya fue mencionado en la sección anterior É: brevís y E. parodíi

se produce alternancia de CH- CL pero la primera floración es siempre CH.

En E: catharticus también existe alternacia de floracionesCH-CL pero en la

primera floración puede fallar la CH, floreciendo directamente en forma CL.

Con el propósito.de cuantificar este ültímo fenómenose realizó un censo en

lO poblaciones de E: catharticus en el que se registró el porcentaje de plan

tas con floración CHy CL. En la Tabla 3.9. se presentan los resultados del

análisis de un total de 293 plantas con un 8,89% de CH.
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Tabla 3.9 Porcentaje de Cleistogamia - Chasmogamíaen 10 poblaciones de

E¡catharticus, en la primera floración (Septiembre, l98h). Po

blaciones l a 8 = Buenos Aires; poblaciones 9 y 10 = Ciudad de

Corrientes.

Floracíón Fioración Número

Población chasmógama cleistógama de plantas
z 2 analizadas

l 0 100 32

2 h 96 25

3 16 8h 25

li 10 90 20

5 13,6 86,h bh

6 18 82 50

7 0 100 28

8 9,5 90,5 21

9 O 100 20

lO 17,8 82,2 28

Total 8,89 91,11 293
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4. HIBRIDACION Y LAS BARRERAS DE AISLAMIENTO

h.lh INTRODUCCION

Las especies están bien adaptadas al ambiente donde viven y la mayoria

de los genotipos de sus individuos ocupan cimas adaptatívas (Dobzhansky,1970)

La hibridación ¡nterespecifica y el gran intercambio y recombinación génica

que produce, cuando los híbridos 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 r3

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

Las especies alopátrícas, por habitar regiones no superpuestas, permí

necen aisladas por sus diferentes distribuciones geográficas. En cambio, las

especies simpátricas evitan la rotura de su integridad genética provocada

por la hibridación interespecïfíca, mediante las barreras de aislamiento.

El grado de aislamiento no es necesariamente una función de la diver

gencia genética o la distancia taxonómica, aunque se encuentra una correla

ción positiva en la mayoria de los casos (Levín, l978). El interés en el co

nocimiento de los mecanismos de aislamiento fue estimulado considerablemente

cuando se intentó organizar sistemas de poblaciones dentro de grupos



taxonómicos, basándose en el concepto biológico de especie propuesto por

Mayr (1963). Según Mayr (l963) las especies son grupos de poblaciones natura

lesque pueden reproducirse entre ellas y que están aisladas reproductivamen

te de otros grupos similares. Si la especie y especiación biológica 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, l958; Grant, 1963, l98l; Dobzhansky, 1970;

Solbrig, ¡968; Hunziker, 1978; Levin, 1978 y otros). Estos sistemas recono

cen esencialmente las mismasclases de barreras y las agrupan en externas

(prefertilízacíón) e internas (postfertilización). Se presenta en la 13513

ALL;el sistema de clasificación propuesto por Solbríg (1968), que es uno de

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

como“h. Inbreeding and asexual reproduction” (h. autogamia y reproducción

asexual; Tabla h.l.). Este mecanismoes también incluido y ampliamente discu

tido por Levin (¡978).

Conel término cruzabilidad, diferentes autores han expresado la fac

tibilidad y éxito de un determinado cruzamiento interespecifíco. Asï Halloran

(l98l), entre otros, estima la cruzabilidad en base al porcentaje de semillas

producidas en un determinado cruzamiento. Otros autores como Khush y Stebbins

(l96l), la estiman con el porcentaje de semillas hïbrídas que dan individuos

que llegan a la edad reproductiva y, según estos autores, dicho porcentaje

depende de 3 componentes: a) porcentaje de semillas hïbridas obtenidas en rs

lación al nümero de flores polinizadas; b) el poder germinativo de las semi

llas hibridas y c) porcentaje de híbridos que llegaron a la edad reproducti

V3.



Tablah.1.Mecanismosdeaislamiento

enplantassegúnSolbrig(l968)

PrefertilizacíónÁ Postfertilización<

Reduccióndelcontacto ReduccióndelafrecuenciadeJ

cruzamíentos

Reduccióndelaformacióndela
_¿921916116260____.

Reduccióndelflujogénico

atravesdeloshibridos

(poscígótíco)

Separacióngeográfica Separaciónecológica
Incompatibilidaddelpolen

(aislamientogamético)

Autogamiayreproducciónasexual Polinizadoresespecificos

(aislamientoetológico)

Diferentesperiodosdefloración

(aislamientoalocrónlco)

Esterilidaddeloshibridos Debilidaddeloshíbridosodegenera mientodesuprogenie Faltadeestablecimientodelos híbridos(Aislamientoambiental)
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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

ción la fertilidad de los híbridos. Es importante tener en cuenta esta ülti

ma etapa, pues puede ocurrir, como en los hïbridos naturales Hordeumiubatum

x E: parodii (Hunziker ÉE_ÉL, 1975) y Prosopís 21213 x P¿_affinis (Naranjo

ÉE_EL, 198h), que aunque son muy frecuentes son total o altamente estériles,

respectivamente. Según los criterios seguidos por Halloran ( |98l) y Khush

y Stebbíns (196]) entre las especies mencionadas existirïa una muyalta cru

zabilidad pero la baja o nula fertilidad de la Fl limita el proceso de hibri

dación a dicha generación evitando la formación de generaciones hibridas pos

teriores. En estos casos la barrera de aislamiento está muydesarrollada en

la esterilidad del hibrido F].

En el presente trabajo se usará el término de cruzabilidad en un sen

tido amplio, incluyendo en su estimación h componentes:

A) Porcentaje de flores que produjeron semillas hïbridas.

B) Porcentaje de germinación de las semillas hibridas.

C) Porcentaje de híbridos 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 híbrida

ción 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 hïbrídos naturales, el me

dio que permite estudiar la cruzabilidad es intentar obtenerlos artificialmente.
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Muchasveces, para obtener los híbridos artificiales, es necesario salvar ba

rreras de aislamiento de prefertilización tales como: diferencias en el pe

rïodo de floración (aislamiento temporal) o diferencias en el modode repro

ducción (cleistogamia -chasmogamia). En estos casos, en el momentode determi

nar las relaciones entre las especies por medio de la cruzabilidad, deberán

considerarse también las posibles barreras de aislamiento de prefertilízación,

que estarán disminuyendo la cruzabilidad real pero no la potencial.

Los estudios de cruzabilidad entre especies del género Bromustienen

implicancias evolutivas y prácticas. La facilidad de híbridarse y formar hi

bridos viables y no totalmente estériles son los requisitos para la intro

gresión entre especies en la naturaleza, y la transferencia sistemática de

genes en el mejoramiento realizado por el hombre.

La obtención de los hïbrídos artificiales es importante porque permi

te hacer sobre ellos, además, otros estudios. Entre los más importantes pus

den citarse:

a) Estudio del comportamiento meiótíco de los cromosomasen el hïbri

do, lo que permite una estimación del grado de homologïa de los genomíos de

los progenitores.

b) Obtención de alopoliploides por tratamientocon colchícina.

c) Estudio de la herencia de caracteres morfológicos, fisiológicos y

bioquímicos.

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

lección, en plantas con interés agronómico.

Los únicos antecedentes de hïbrídos naturales, entre las especies de
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Bromus,es la existencia de presuntos hïbridos E¿_catharticus x E: brevis

citados por Itría (1958) para la provincia de La Pampa y por la Dra. A. M.

Planchuelo (comunicación personal) para ciertas regiones del Centro de Argen

tina.

En este capitulo, ademásde describir las caracteristicas morfológicas

de los híbridos y poliploídes artificiales, se estudiarán los mecanismosde

aislamiento que determinan la cruzabilidad real y potencial de las especies

en la naturaleza.

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

En la Tabla h.2. se detalla la mayorïa de los cruzamíentos realizados

durante las primaveras de los años |97| al ¡980. Los mismos fueron hechos en

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

El éxito de los distintos cruzamíentos fue diferente (Tabla h.2.). Al

gunas hibridacíones aparentan ser dificiles o imposibles de obtener comoE:

parodií x É¡bonariensis, B. uruguayensís x E: cathartícus y E¿ uruguayensís x

É. brachyanthera (Tabla h.2.). El cruzamíento E: parodií x E¿ bonariensís

o su recíproco fueron repetidos ocho veces (C18. C35. C38 al Ch3) con un to

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

Durante el segundo año de vida del hibrido Fl C9 E¿ bonariensís x É:

catharticus,al tener una primera floración chasmógama,se lo pudo retrocruzar

(usándolo comomadre) con E: bonariensís (Cult. 98), no obteniéndose ninguna

semilla en más de 250 flores supuestamente polínízadas. Este cruzamíento se

realizó con el mismométodo que los restantes , aunque, en este caso no se

castró al hibrido C9 por tener polen altamente inviable, comose verá más
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Cruza- . N° de N° de N de
Progenltores l tmiento antecíos semillas p a" as

Femenino Masculino FeCha FN° castrados obtenidas 1
obtenidas

1 B.cath. (129/5) x B.brev. (Izs/h) lX/71 23 o 
2 B.cath. (129/1) x B.brev. (125/8) lX/71 18 1 1
3 B.brev. (125/11)x B.cath. (¡29/1) |X/71 25 0 
h B.brev. (125/10)x B.cath. (129/2) |X/71 20 0 
5 B.bona. ( 98/3) x B.cath. ( 6h] ) X/76 13 1 0
6 B.bona. ( 98/3) x B.cath. ( 6h2 ) 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 o 
9 B.bona. ( 98/2) x B.cath. ( 6h3 )* X/76 IS 5 1

10 B.bona. ( 98/h) x B.cath. ( 6h4 ) X/76 26 0 
11 B.cath. ( 6h2 ) x B.bona. ( 98/5) X/76 22 o 
12 B.tath. ( 639 ) x B.bona. ( 98/3) X/76 18 o 
13 B.paro. (63h/7) x B.cath. ( 6hh )* XI/76 17 1 0
1h B.paro. (63h/1) x B.cath. ( 645 )* XI/76 25 h 0
15 B.paro. (63h/3) x B.cath. ( 6h6 )* XI/76 17 0 
16 B.paro. (63h/2) x B.cath. ( 6h6 )* XI/76 18 1 0
17 B.paro. (63ü/h) x B.cath. ( 6h6 )7L XI/76 22 2 0
18 B.paro. (63h/7) x B.bona. ( 98/7) xn/76 14 o 
19 B.paro. (63h/2) x B.brev. (636/7) Xl/76 23 o 
20 B.paro. (63h/3) x B.brev. (636/1) XI/76 19 0 
21 B.urug. (638/1) x B.cath. ( 6h“ ) X/76 12 0 
22 B.urug. (638/1) x B.cath. ( 6h5 ) X/76 16 0 
23 B.urug. (638/2) x B.cath. ( 6h5 ) X/76 15 0 
24 B.brac. (620/3) x B.urug. (638/3) xu/76 19 o 
25 B.brac. (620/h) x B.urug. (638/!) XI/76 11 0 
26 B.urug. (638/7) x B.brac. (620/1) Xl/77 21’ 0 
27 B.brac. (620/3) x B.urug. (638/2) XI/77 17 0 
28 B.brev. (8h2/3) x B.bona. ( 98/5) X/78 19 2 2
29 .B.brev. (8h2/3) x B.bona. ( 98/2) X/78 2h 7 7
3o B.bona. ( 98/5) x B.brev. (8h2/h) x/78 20 2 1
3] B.bona. ( 98/5) x B.brev. (8h2/2) X/78 25 1 1
32 B.paro. (8h1/3) x B.brev. (8h2/3) XI/78 25 1h 1h
33 B.paro. (8h0/h) x B.brev. (8h2/2) xn/78 28 11 11
3h B.paro. (635/5) x B.brev. (8h2/2) xu/78 2h 3 3
35 B.paro. (8h0/3) x B.bona. ( 98/4) XI/78 18 0 
36 B.paro. (SAI/h) x B.cath. (908/1)‘L X/79 20 l 1
37 B.cath. (908/3) x B.paro. (8h1/h) X/79 35 5 h
38 B.paro. (SAO/h) x B.bona. ( 98/2) XI/79 22 0 
39 B.bona. ( 98/5) x B.paro. (840/3) XI/79 1h 0 
ho B.bona. ( 98/5) x B.paro. (840/3) Xl/79 36 0 
h] B.paro. (8h0/5) x B.bona. ( 851 ) XI/80 8 0 
#2 B.paro. (8h0/6) x B.bona. ( 851 ) Xl/80 21 0 
#3 .B.bona. ( 852 ) x B.paro. (BHD/h) XI/80 20 0 

-L_n - se utilizó polen conservado por desecación y frïo.
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adelante en este capitulo. Este experimento permite inferir que dicho hibrido

C9 serïa también gínoestéríl.

Fueron dos los híbridos FI que se trataron con colchicína, para obte

ner sus alopoliploides: el C2E: catharticus x E: brevis y el C9E, bonaríenr

sis x É: catharticus.Del hïbrido C2 se obtuvo el alododecaploide E: cathar

ticus_- É: brevís (Cult. lhh), mientras que el tratamiento del hibrido C9 fa

Iló no obteniéndose la esperada duplicación cromosómica.

#.3. MORFOLOGlA DE LOS HIBRIDOS

En los híbridos ia mayoria de los caracteres morfológicos cuantitativos

fueron intermedios respecto a los de los progenitores. Sin embargo, con respec

to a varios caracteres los hibridos mostraron un fenómenode vigor hibrido

seguramente a causa de heterosís. En general los hibridos presentaron exuberan

cia y transgreden los limites de las líneas progenitoras, para el tamaño de la

panoja, nümerode espiguillas por panoja, númerode flores por espiguília, etc.

En la Figura h.1 A se muestra el aspecto general del hibrido E¡bonaríensís x E:

catharticus (Cruzamiento N°9); este ha sido uno de los híbridos más vígorosos

con panojas de más de 1,5 m de alto. Sus espiguíllas son mas grandes que las

de los progenitores, por el mayor tamaño de las flores (Figura h.) É). En este

hibrido el nümero de flores por espiguillas llega a 1h, siendo ei máximoen sus

padres 10 y 8 respectivamente.

En las Figuras h.2 A y B se muestran ios hïbrídos E¿cathartícus x 5:2537

xis_(C2) y É¡parodíi x É¡brevis (C33) respectivamente. Estos hïbridos al igual

que los restantes, mostraron gran vigor.
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En las Figuras h.3 A z B. se muestran los hïbrídos E¿bonariensis x E:

brevis (C30), su recíproco (C28) y E¿catharticus x E3parodíí C37),su recipro

co (C36), respectivamente. Es interesante destacar que el hibrido Ejbonariensís

x E¿brevís (C30) fue menos vigoroso que su recíproco (Fig. h.3 A). Este hibrido

(C30) es el ünico que mostró disminuido su vigor, probablemente por influencia

del citoplasma materno (E¡bonaríensís). Comoserá discutido mas adelante los

dos híbridos mencionados (C30 y C28) no presentaron diferencias en su fertili

dad ni en el comportamiento meíótico de los cromosomas.
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Fíg. h.1. A = Aspecto general del híbrido E¡bonar¡ens¡s x E¡cathar

tícus (C9) y de sus progenitores; el diámetro de las mace

tas es de 22 cm. B = Aspecto de.]as espiguíllas de] mismo

híbrido y de sus progenitores, en tamaño natural.
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Ecath. (1:9),

É.bonar. É.bonar‘ x É¿cath. B
B.cath.(C9)

Fíg. ¿LL
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Fíg. h.2 A = Aspecto general del hïbrido E¿catharticus x E¡brevis

(C2) y de sus progenitores. B = Aspecto genera] del hí

brido E¿parod¡í x E¡brevís (C33) y de sus progenitores.

A y B con igual aumento, el diámetro de las macetas es

de 22 cm.



Fig. ¿».2

_B_.
brev.(C33)

B.brev.(C2)
5. cath. B.cath. x B.brev.
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Fíg. h.3. A = Aspécto general del híbrido E¡bonariensïs x Ejbrevïs

(C30),de su recíproco E¡brevís x E¿bonariensis (C28) y el

de sus progenitores. B = Aspecto genera] del hïbrídó

E¿catharticus x E¿parodií (L37),de su recïproco E¡Earo

dii x E¡catharticus (C36) y el de sus progenitores. A y

B con igual aumento, el diámetro de las macetas es de

22 cm.



¿.bonar. É. bonar. x
B.brev.(C30) B.bonar.(C28)

Ebrev. x

_B_.parod x

_I_3_.parod.((;37) g.cath.(c36-)

Fíg. ¿+.3.
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h.h. VIABILIDAD DEL POLEN Y FERTILIDAD DE HIBRIDOS Y SUS PROGENITORES

Durante el primer año de floración a cada uno de Ios'hibridos se los

cubrió con una carpa de tela de avión blanca,durante la floración, para evL

tar contaminación con polen extraño; de esta forma, las semillas cosechadas

en ellos constituyeron una F2 por autofecundación. Se supone que todos los

hibridos son autocompatibles, porque la mayoria produjo semillas y porque

todas las especies progenitoras lo son ( ver capitulo 3, ). Igual procedi

miento se empleó para obtener la fertilidad del alododecaploide É¡catharticus

E:brevis en su primera generación Cl (Cult. Ihh).

En la Tabla h.3. se consigna el porcentaje de viabilidad de polen y

Ia fertilidad expresada comoel porcentaje de flores con semillas maduras, de

las especies progenitoras y en la primera generación de cada uno de los hïan

dos obtenidos.

En las especies progenitoras se midió la viabilidad de polen y la fer

tílídad, durante sus floraciones chasmógamas.En estas especies la viabili

dad de polen varió de 76 al 93,3% y la fertilidad entre el 86 y el 97% (Ig:

bla h.3.).

El hibrido F C9E: bonaríensis x E: catharticus en su primer año flg

reció en forma cleistógama. La viabilidad del polen en este hïbrido.fue de

sólo el 2,4% y la fertilidad del 0% (Tabla h.3.). En la Figura h.4. A y B se

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

cerina-carmin propiónico (l:I), en este hibrido y en uno de sus progenitores.

En el hibrido F C2E. catharticus x E: brevis, tuvo una viabilidad
I

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

bilidad de polen varió entre el 25 al 33%.Elalododecaploide E¿catharticus
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Tabla #.3. Viabilidad de polen y fertilidad en semillas de los híbridos y
sus progenitores

N° Cult. Z de Z de flores

Especies o hibrido o Zn viabilidad con semillas
híbrido de polen maduras

E.catharticus ¡29 #2 86,2 97
6#3 #2 92 90

908 ¿.2 93,3 98

E.brevis' ¡25 #2 79,2 89
8#2 #2 82,# 86

E¿bonaríensis 98/2 #2 76 9l
98/3 #2 80,5 93

E.parodií 8#l/# #2 92 93

E.bonariensis x É¿cathartícus C9 #2 2,# 0

E.catharticus x E¿brevis C2 #2 7,9 2,8

E.catharticus - 53brevis l## 8# 35,5 17,5

g3brevis x É¡bonariensís C29 #2 #8 39

É.bonariensis x g¿brevis C30 #2 Sl #2

E3parodií x E¿brevis C32 #2 50 #6,8

E3parodii x 23catharticus C36 #2 6 3,#8

E¡catharticus x E3parodií C37/2 #2 6,8 #,81



Fíg. ü.4. A
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C = Granos de polen teñidos con mezcla 1:1 de gliceri

na y carmïn propíónico al 12.

E.cathartícus (Cult.6h3).

F1 E¿bonariensis x E¿cathartícus (99).

B = Con igual aumento.
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E. brevís en su primera generación Cl (Cult. lhü), tuvo una viabilidad de

polen del 35,5% y una fertilidad del 17,52 (Tabla h.3.). En la generación

C2 se notó un relativo aumento de la fertilidad, variando en las cuatro plan

tas estudiadas (Cult. lüS/l al A) desde 28 al 582.

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

CRUZABILIDAD

Al estudiar los mecanismosde aislamiento (ver clasificación en p.72)

entre las especies, corresponde analizar, en primer lugar, la existencia de

mecanismode prefertilización. En relación a los mecanismos que reducen el

contacto (separación geográfica o ecológica) de las cuatro especies del sug

género Ceratochloa (É: cathartícus, É: brevis, E: bonariensis y E: parodií)

aquï estudiadas, É: bonariensis es la üníca que se puede considerar relativa

mente aislada ecológicamente. Comofue mencionado en el capitulo 3 (Pags.3hy 5h),

B. bonariensis se encuentra sólo en un ambiente particular en las Sierras de

La Ventana y de Lihuel-Calel. É¿ cathartícus, E: brevís y É: parodii, aunque

poseen preferencias ecológicas distintas, se las ha encontrado creciendo jun

tas,de a dos, en varias regiones de nuestro pais. Existen camposen el sur

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

S L., comunicación personal).

En cuanto a los mecanismos que reducen la frecuencia de cruzamiento

entre las cuatro especies mencionadas,puedencitarse: a) distintos modosde

floración (autogamia) y b) diferentes periodos de floración. 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 chasmógamassólo al
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principio de sus floraciones. Si se considera sólo el periodode floración

chasmógama,durante el cual es posible que ocurra fecundación cruzada, puede

verse que estos periodos son distintos y la barrera de aislamiento temporal

real se ve incrementada. Esto último es de mayor relevancia si se tiene en

cuenta que a veces puede no existir floración chasmógamaen E, catharticus.

Por lo considerado, esta última especie es la que se encuentra más aislada

temporalmente de las otras y, en especial, con E: parodíi ya que los perïo

dos de floración chasmógamade estas dos especies prácticamente no se super

ponen (Figura 3.51). ’

Los periodos de floración han sido observados en cultivos realizados

en un jardin uniformo,los cuales coinciden con algunas observaciones realiza

das en el campo ; sin embargo, es probable que los periodos señalados en la

Figura 3.51 se vean modificados en ciertos ambientes.

Las barreras de prefertilización existentes se han salvado al realizar

los cruzamientos artificiales. Al cultivar a todas las especies en un jardin

uniforme, se salvan las barreras ecológicas y geográficas. Las barreras tem

porales también pudieron ser salvadas, por ejemplo, al tratar de obtener el

hibrido E: parodií x É¿_cathartícus. Existïa el inconveniente que E: cathar

ticus florece, en general, más precozmente y sólo la primera floración suele

ser chasmógama, no pudiendo ser esta especie usada para cruzamientos durante

la floración cleístógama. Para salvar esta barrera, tuvo que conservarse po

len desecado y frio de É. catharticus, el cual se usó con éxito al obtener el

hibrido C36E3parodíi x É: catharticus (Tabla h.2.). Ademáspudo también ob

tenerse el hibrido recíproco C37, al encontrarse una planta de E: catharticus

excepcional con floración chasmógamatardïa. Otros cruzamientos donde se usó

también polen conservado de E: catharticus fueron los C8, C9, C13, Clh, CIS,
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C16 y Cl7 (Tabla h.2.).

El análisis de los mecanismosde postfertilización se lo hace basándg

se en los resultados de los cruzamíentos realizados y las caracteristicas de

los híbridos obtenidos. En la Tabla h.h., se indica los valores obtenidos en

las h etapas o componentes (A, B, C y D) de la cruzabilidad en cada uno de

los cruzamíentos.

En la primera etapa (A), el porcentaje de flores que produjeron semi

llas hibridas se ve que es igual al 0%en tres cruzamíentos (E¿parodií x E:

bonaríensís, E: uruguayensis x É: catharticus y E: uruguayensis_x E: Era:

chyanthera). Esto determina, para estos cruzamíentos, que la cruzabilidad

sea 0%. La causa determinante de que en estos cruzamíentos no se obtengan se

millas,podrïa ser algún mecanismo que impida la formación de la cigota (aii

lamiento precigótico) o que una vez formada exista algún tipo de interac

ción génica que impida su desarrollo. En los otros cruzamíentos la barrera

en la etapa A está desarrollada pero es incompleta obteniéndose valores en

tre 1,2 y 23,h%.

En la etapa B (porcentaje de germinación de las semillas hïbrídas),

son 2 los cruzamíentos que tienen valores que son muy bajos en relación a los

valores obtenidos en los progenitores, que varian del 95 al 100%.Estos cru

zamientos son E: parodii x g: catharticus y E: bonaríensis x E: catharticus

con 35,7 y ¡6,7% respectivamente (Tabla 4.h.). Esto nos mide los fenómenos

de interacción de los diferentes genomios en la F],que provocarïan

cierta inviabilidad o disminución del poder germinativo. Es importante seña

lar que siempre,con la germinación de las semillas hibridas, se hizo germi

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

taje mayor del 95%.

En la etapa C (porcentaje de híbridos que llegan a la edad reproductL

va) todos los cruzamientos, cuyas semillas hïbridas germinaron, presentaron

C = 100% (Tabla h.h.).

En los S primeros cruzamientos (Tabla h.h.) la fertilidad de los hï

brídos, expresada en porCentaje de semillas maduras formadas (etapaD ) tu

víeronvaloresque varíaron de 0 a h6,8%, los cuales presentan diferencias im

portantes respecto a los progenitores que varíaron entre 86 y 97%para esta

caracteristica.



CAPITULO 5

CITOGENETICA

9h
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5. CITOGENETICA

5.]. INTRODUCCION

El género Bromus, como la mayoria de los géneros dela Subfamilia Fes

tucoideae, posee un númerobásico x = 7 y está constituido por series poli

ploides en la mayoria de sus subgéneros (Stebbíns, l981). En el subgénero

americano Ceratochloa hay especies hexaploides, octoploides y dodecaploides.

Noexistirïanactualmente especies dipkídes y tetraploídes. Actualmente los

hexaploídes se encuentran en Sudamérica, los octoploides en Sud y Norteaméri

ca y los dodecaploides en Norteamérica. Stebbíns y colaboradores han realiza

do una serie de trabajos sobre citogenética experimental en especies de este

subgénero (Stebbíns, 19h7 a, 19h9; Stebbíns y Love, 19h]; Stebbíns y Tobgy,

19h“; Stebbíns Ét_al!,l9hh; Stebbíns y Walters, l9h9; Hall, 1955; Walters,

1957). Encontraron que los niveles hexaploídes y octoploides estaban formados

por complejos de especies. En cada uno de ellos obtuvieron hïbridos entre di

ferentes taxones y observaron que si bien mostraron meiosís regular eran alta

mente estériles. Los trabajos realizados por el grupo mencionadotuvieron co

moobjetivo principal el establecer el origen y naturaleza de las especies oí

toploídes norteamericanas del complejo E. carínatus y, consecuentemente, es

clarecer la compleja sistemática del grupo. En el siguiente diagrama se
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resumen los resultados más importantes.
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Este diagrama que ha sido tomado de Stebbins y Walters (l9h9), muestra

las relaciones filogenéticas de especies americanas del subgénero Ceratochloa

con especies de los subgéneros Festucoides (ComoBromopsís) y Neobromus. Las

dobles líneas muestran los origenes que fueron demostrados experimentalmente,

las lineas simples el origen dedcmanfiploides artificiales y las lineas pun

teadas el origen de especies tetraploides extinguidas y la participación de

ellas en el orígen de los hexaploides actuales.

Stebbíns y Tobgy (leh) demostraron que en los octoploides del comple

jo E: carinatus estaban presentes los tres genomios (A B C) de É: catharticus.

Esto lo pudieron deducir por el estudio del hibrido E: catharticus x E3carina

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

g. carinatus y forman 2l bívalentes, quedando 7 unívalentes grandes (L).
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Ademásobservaron que B: carínatus forma 28 bivalentes (2] bivalentes media

nos y 7 bívalentes grandes). En este trabajo los autores postularon la hipó

tesis de que los ¡A cromosomas grandes (LL) de B: carínatus podrïan provenir

de una especie diploíde del subgénero Bromopsís. Stebbíns (19A7) al poder es

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

forma 7 bívalentes grandes (LL) y 2| unívalentes medianos (ABC)probó indi

rectamente la hipótesis antes mencionada. Conestos estudios quedaba estable

cido que los octoploides norteamericanos con fórmula genómica AABB CC LL se

originaron por alopoliploidïa entre hexaploides (AABBCClsudamericanos del

subgénero Ceratochloa y díploídes (LL) del subgénero Bromopsis (actualmente

subgénero Festucoides).

Stebbíns g¿_alfl(19üü) al estudiar el número cromosómícode los diferen

tes taxones del complejo B. carínatus, que suponían debían ser todas octoploi

des (Zn = 56) por los estudios previos (Stebbíns y Love, ¡941), encontraron

que B. carínatus var. arizonícus Shear.. era dodecaploide con 2n = 8h. En es

te mismotrabajo estudiaron el hïbrido B: carínatus x É: arizonícus y señala

ron que: a) E: arizonícus es una nueva especie, que posee Zn = 8A mientras

B: carínatus tiene Zn = 56. b) La meiosís del hibrido forma regularmente un

máximode 7 trívalentes (+ lA bivalentes medianos + lh unívalentes medianos +

7 unívalentes grandes). Los 7 cromosomas grandes (L) de B. carínatus no te

nian homólogos en B: arizonícus, los lA unívalentes medianos provenían de E.

arizonícus y los ¡A bivalentes medianos mostrahan la existencia de dos geno

mios al menos homólogos (Cl y C2) entre ambas especies. c) Las evidencias

cítogenéticas demuestran la diferenciación entre B: carínatus y B: arizonícus.

Además, propusieron las fórmulas genómicas: B, carínatus = AABB CICl LL,

B. arizonícus = AA BB CICl C2C2 DD EE. Los genomios A, B y C son originarios
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de E: cathartícus y es posible que E: arizonicus ios posea en forma modifica

da. d) É. arizonicus se habria originado por hibridación y poiipioidïa entre

E: cathartícus (o una especie relacionada) y una especie Zn = #2 con cromosg

mas medianos no pertenecientes al subgénero Ceratochioa.

El estudio de un nuevo alopoiipioide entre E, cathartícus y ia espe

cie hexapioíde É: trinii (única especie del subgénero Neobromus), realizado

por Stebbins (i9h9) parece haber aclarado el orígen de E: arizonicus. La mor

fologïa externa del aiododecaploide (Zn = 8h) E: cathartícus - E: trinii o

freció una fuerte confirmación de la hipótesis propuesta por Stebbins e; al

(iShh). Este aiododecapioide tiene el mismonúmero cromosómico que E: Ériígf

nisus_y difiere de esta última en algunos caracteres morfológicos. Estas dí

ferencías morfológicas serian las mismasque distinguen a E: cathartícus de

E: brevís (citada comoÉ: hankeanus). Esta, según Stebbins (19h9), es una

buena razón para proponer que E: arizonicus se originó por aiopoiíploidïa a

partir delhïbrído entre E3 brevís y E: trinii.

Stebbins (19h7 a) menciona que existe una especie octoploide

(Zn = 56), del subgénero Ceratochioa, en Sudamérica y dicha especie es E: Elf

tensis. Stebbins (ibíd) luego del estudio dei hibrido E: pítensis x E: EEEÉE:

netas sugiere que E: pítensis tiene un origen semejante al de los octoploides

Norteamericanos. E: pítensis pertenecerïa al subgénero Festucoides y no a

Ceratochloa según Pinto Escobar (1976) y Pianchuelo (1983).

En Ia Tabla 5.]. se consignan los recuentos cromosómicos previos en

las especies de Bromusestudiadas en el presente trabajo. Sobre algunas de

elias se han hecho estudios de la morfología cromosómica (Schulz-Schaeffer,

¡960; Schulz-Schaeffer y Harkarian, ¡957; Schifino y Winge, i983).
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Tabla 5.]. Recuentos y estudios cromosómícos previos.

Especie n 2n Autor

E.cathartícus Vah] #2 Stebbíns 8 Tobgy, 19##.
Hal], ¡955.
Schulz-Schaeffer, 1960.
Schulz-Schaeffer 8 Markarían,ISSZ

comog¿uníoloídes H.B.K. #2 Bowden 8 Senn, ¡962.
21 #2 Fernandes 8 Queíros, ¡969.
21 Mehra 8 Sharma, ¡975.
21 #2 Naranjo, 1976, ¡978.

#2 Schífíno 8 Winge, 1983.

É¿brevis Nees ssp.brevis #2 Covas 8 Schnack, 19#6.
#2 Covas, 1981.

21 #2 Naranjo, 1976, 1978.
#2 Schífino 8 Winge, ¡983

comoE.haenkeanus (Presl.)Kunth #2 Schulz-Schaeffer, 1960.
Schulz-Schaeffer 5 Markarían,1957.
Hal], ¡955.

Éjbrevis Nees ssp.festucaríoides
Covas et Millot #2 Covas, 1981.

É¿parodií Covas et ltría #2 Covas 8 Itría, ¡968
21 #2 Naranjo, ¡982.

#2 Schífino 5 Winge, 1983.

E¿bonaríensís Parodi et Cám.Hern. 21 #2 Naranjo, 1979.
#2 Schífíno 8 Ninge, ¡983.

E.brachyanthera Doell 21 Quarín, 1977.

É.uru9uayensis Arech. #2 Myers, 19#7.

comoE¿brachyanthera
var. uruguayensís #2 Schifíno 8 Winge , 1983.



100

É: catharticus y E: brevis poseen un cariotipo formado por cromosomascon

centrómero mediano (ED o submedíano (¿EQ y todos de tamaño semejante. Schulz

Schuffer y Markarian (1957) describen cuatro pares de cromosomascon satéli

te (SAT)enE: catharticus y cuatro pares en E, brevís, y señalan que ellas

difieren en tres de dichos pares SAT. Schulz-Schaeffer (1960) establece las

relaciones de estas dos especies con otras del género Bromusen base a las

diferencias en los cromosomas SAT. Schifino y Winge (1983) describen un ca

riotipo semejante para E: catharticus, pero encuentran un solo par de cromo

somas SAT, y la presencia de 2 cromosomas B en algunos de los individuos es

tudiados. Esta ültíma observación indica que existe cierta variación en los

cromosomas SATen E¿ catharticus, o por lo menos en la manifestación de los

mismos. Por otro lado, la gran simetrïa y uniformidad del caríotipo de estas

especies, en cuanto a la posición del centrómero (cromosomas m_en su mayoria)

y de tamañosemejante, hace dificil poder detectar las pequeñas diferencias

que pudieran existir.

Stebbins (19h9) y Hall (l955) han estudiado dos individuos presumiblg

mente hibridos E: catharticus x E: brevís (comoE. catharticus x E¿ haenkea

nus) obtenido a partir de individuos de poblaciones adventicias de estas es

pecies introducidas en California. Estos individuos Fl mostraron un aparea

miento perfecto con formación de 2| bivalentes en las 20 a 25 células en me

tafase I estudiadas en cada individuo y encontraron sólo un 3%de anafases |

con rezagados; no obstante los hïbridos fueron altamente estériles. Naranjo

(1978) en un estudio de un nuevo hibrido (E: catharticus x E: brevís) entre

individuos de poblaciones naturales, con la finalidad de estudiar un mayor

nümerode células en meiosis, encontró una serie de irregularidades meiótí

cas que puedenjustificar, en gran parte, la esterilidad del hibrido.
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Desde hace más de diez años, se han intensificado los estudios del

contenido de ADNnuclear por ser éste un carácter importante para ponderar

las diferencias entre genomios. Existen fuertes evidencias de variación del

contenido de ADNnuclear entre especies relacionadas con igual número de crg

mosomase incluso con alta semejanza de sus cariotipos (Furuta, l975; Nara

yan y Rees, l977; Seal y Rees, l982; Naranjo y Poggío, 1983; De Azkue y Mar

tinez, 198A). Varios autores han encontrado que existe una asociación positi

va entre contenido de ADNy volumen nuclear (Baetcke Ét_al¡, l967; Edwards y

Endrizzi, 1975). Sin embargo especies que difieren en el contenido de ADN

pueden tener volumennuclear semejante si difieren significativamente en el

contenido de heterocromatina. Esto se debe a que en la heterocromatina el por

centaje de ADNes mayor que en la eucromatina. Un ejemplo de este último caso

es el encontrado en el género Bulnesia (Poggio Ét_al., 198h; Poggio y Hunzi

ker, enviado para publicar). En Bromus se han hecho algunos estudios sobre el

contenido de ADNen algunas especies hexaploides mairando diferencias que se

rian significativas (Bennett y Smith, ¡976; Bennett e; EL., 1982; Schífino y

Winge, 1983).

Conel propósito de establecer las diferencias citológicas entre los

genomios de las cuatro especies del subg. Ceratochloa (E¿ catharticus, E:

brevis, E: parodíi y E: bonaríensis), se estudian en este capitulo:

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

bridos.

b) El volumen y el contenido de ADNnuclear en las cuatro especies.



5.2. COMPORTAMIENTOMEIOTICO EN PROGENITORES, HIBRIDOS Y POLIPLOIDES

5.2.]. F1 B. catharticus x B. brevis (C2) y su alododecaploide (Cult.

w
A) Hibrido artificial FI (C2)

Los resultados del estudio del comportamiento cromosómicoen díacine

sís y metafase I de los progenitores y del hibrido Fl están detallados en la

Tabla 5.2 . En las Figuras 5.]. y 5.2. se ilustran los estados meíótícos de

las especies y del hibrido. Estos resultados fueron comunicadosy discutidos

por Naranjo (1976). Las especies progenitores tienen meiosis regular forman

do 21 bívalentes (II) cerrados con frecuencia de quiasmas por célula muysi

milar, no siendo significativa sus diferencias (Figuras 5.1. A y B). El res

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

El hibrido Fl difiere de las especies progenitoras en una serie de e

ventos del comportamiento meíótico de sus cromosomas. Aunque aparecen díaci

nesis y metafases I con 2l bívalentes, la mayoria de ellas presentaron de 2

a 6 unívalentes (Tabla 5.2., Figuras 5.]. C-H). La diferencia entre el hibri

do y É¿ brevis es, por ejemplo, significativa con respecto a bívalentes cerrg

dos (t = 25,06; p< 0,001) y de quiasmas por células ( t = 12,58; p < 0,001).

En prometafase - metafase I se presentó un cuadrivalente o un trivalente en

el 5%de las células (Tabla 5.2., Figuras 5.]. E y F). En la mayoria de las

metafases o prometafases que mostraron bívalentes abiertos, se detectó que

uno de ellos es heteromorfo para la posición del centrómero (Figuras 5.1. D y

E). En metafase I los unívalentes se ubican fuera de la placa ecuatorial y

en general con repartición desbalanceada (Fiouras 5.]. G y H). En un h,5% de
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las metafasesl se forman husos multipolares y varias placas ecuatoriales.

En la Figura 5.1. I se muestra una metafase I con dos placas y un huso trípg

lar; el alto contraste de la fotomícrografia no permite visualizar las fibras

del huso, que pudieron ser observadas al microscopio. En la anafase I el l5%

de las células tuvieronin1puente, 36%presentaron l-3 rezagados (FiguraS.2.A),

h9%fueron normales (total de células estudiadas = 95). En telofase l el

38%de las células presentaron l-h micronücleos (Figura 5.2. B). En anafase

telofase II, el 33%tuvieron 1-8 rezagados, l2% l-3 puentes dineocéntricosl

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

De un total de 135 tetradas (telofase Il) 37%tuvieron l-S mícronücleos, el

resto aparentaron ser normales.

l = Los puentes dineocéntricos se originan por la activación de neocentróme

ros terminales o subtermínales. Han sido observados anteriormente en B.

carínatus y E: trinii x É: carínatus (Walters, 1957) y'en otros híbridos

de Hordeum, Agropyron y Phalaris (Hunziker y Maumüs, l96h).



Tabla5.2Comportamientomeiótícoen

loshíbridosE.catharticusxE.brevisyensusprogenitores.

Especies

ehíbridos

Númerode

cultivo

yherbario

2n

Asociacionescromosómicasendiacinesís

ometafasel.HedíaiE.S.yrango

N°de

Ilquíasmas

cerradospor

célula

IVIIIIlI

sepeipnnsa
selnlga ap OJang

E.catharticusKunth.

Cuit.129

C.A.N.198

#2

hl.87 ¿0.19 39-“3

20.91 10.21 19-21

55

E.brevísNees

Cult.125

C.A.N.176

1.2

20.92 10.02 20-21

hi.92 10.0h h1-h3

181

É¿cathartícusx E¿brevís(Fl)

C2

C.A.N.387

#2

39.36 10.2o 35-h2

18.73 10.1h 16-21

2‘20.570.67 210.1010.18

18-210-6

81

É.catharticus É¿brevis(C1)

8h

30,75nono iO.h8--regis-regís

h'728-3htradotrado

23

105
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E, catharticus (Cult. 129), diacinesís con 2] bíva

lentes cerrados.

E: Eggxií (Cult. 125), diacinesís con 2| bívalentes

cerrados.

= Híbrido. F] g. cathartícus x g. brevis (c2).

- Díacínesis con 2] bívalentes (3 abiertos).

Prometafase I con 20 bívalentes + 2 unívalentes; 2

bívalentes abiertos, uno de ellos es heteromorfo y

se lo señala con una flecha.

Prometafase I con 19 bívalentes + l cuadrívalente,

la flecha señala un bivalente heteromorfo.

Prometafase I con 18 bivalentes + I trivalente + 3

unívalentes.

Metafase I que muestra 6 unívalentes , el resto son

bívalentes.

Metafase I que muestra h univalentes, e] resto son

bívalentes.

- Metafase I con huso tripolar y doble placa ecuatorial

(21 bívalentes)

con igual aumento, indicado en C.



Fíg. 5.1.
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Fjg. 5.2. A - D = Híbrido F1 23catharticus x E.brevís (C2).

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

B = Telofase l con dos micronücleos.

C = Anafase ll con varios rezagados y varios puentes di

neocéntrícos ïncípíentes debido a la acción de losneocentromeros.
D = Telofase II con un puente díneocéntríco y un rezagado.

Todas con igual aumento.



Fíg. 5.2.
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B) Alododecaploide artificial B. cathartícus - B. brevis (Cult. lhh)

Las configuraciones meíótícas en díacínesís - prometafase l se indican

en la Tabla 5.2. y se ilustra con dos díacínesís tardïas en las Figuras 5.h.

g_y_2¿ En las 23 diacinesis - prometafases I estudiadas se observó variación

de 4 a 7 cuadrivalentes (Ï'= 5,63 i 0,2h) siendo el resto bivalentes, la ma

yorïa cerrados. En metafase I, si bien no fue posible estudiar en detalle las

configuraciones cromosómícas sobre la placa, se vió que el 31%fueron norma

les y el 71%presentaron l a 5 univalentes fuera de la placa (hl células es

tudiadas). Estos univalentes se habrian originado por desinapsis o terminaiï

zación precoz de los quiasmas. En el 83% de dichas metafases l se observó l

cuerpo nuclear (NB) en uno de los polos. En l7 telofases I estudiadas, 6 fue

ron normales (35%) y en ll se vieron l a 2 micronücleos (75%). De 52 tétradas

32 fueron normales (61%) mientras que 20 presentaron de l a 5 micronücleos

(38%).

Con referencia a los cromosomassomáticos de este alododecaploíde, se

realizaron las siguientes observaciones (Figuras 5.h. A y B): Su cariotipo

está compuesto por 8h cromosomas m_o Em. Se pudieron identificar dos tipos

de cromosomas con satélites (dos pares de cada uno) que son mostrados en de

talle en la Figura 5.h. B. Ambostipos son cromosomas m, uno de ellos posee

la constricción secundaria proximal en el brazo corto, dando origen a un sa

télite lineal; el otro posee una constricción secundaria subterminal en el

brazo largo con microsatélite terminal. En las seis metafases mitóticas don

de se pudieron estudiar los 8k cromosomas, se observó un máximo de h cromosg

mas con satélite de cada uno de los dos tipos, o sea se observó un máximo de

8 cromosomascon satélites.



Fíg. S.h. A
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C = Alododecaploíde artificial É; catharticus 

É. brevís (Cult. 14h).

Metafase mítótíca en ápice de raïz, con 2n = 8h.

Detalle de los dos típos de cromosomascon satélites

(señalados con flechas).

D = Diacínesis con 25 bívalentes + 6 hexavalentes,

las flechas señalan los cuadrivalentes.

D con igual aumento.
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5.2.2. E_ B. bonaríensis x B. catharticus (C9)l

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

las Figuras 5.5. y 5.62 se muestra el comportamiento meiótico de las espe

cies progenitoras y del hibrido. Estos resultados fueron publicados previa

mente (Naranjo, 1979). Al comparar el comportamiento meiótico de la linea de

E. catharticus (Cult. 6h3) usada en la obtención de este hibrido (Tabla 5.3.x

con la linea (Cult. l29) usada para obtener el hïbrido C2 (É: catharticus x

E. brevis, Tabla 5.2.), se vió 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,h). La meiosis de los proge

nitores del presente hibrido fue totalmente regular y no presentaron diferen

cias significativas en el comportamientomeiótico entre ellas (Figura 5.5. A

a D).

El hibrido É. bonaríensis x E: catharticus presentó meiosis bastante

regular aunque mostró varias diferencias en su comportamiento en relación a

sus progenitores. La Fl mostró en diacinesis - metafase I 2] bivalentes (Elf

gura 5.5. E.) en la mayoria de las células, aunque aparecieron de 2 a h uni

valentes en alrededor del ¡02 de las células (Figura 5.5. F). Al comparar es

te hibrido con sus progenitores, presentó diferencias significativas respecto

a la frecuencia de bivalentes cerrados y a la frecuencia de quiasmas por célu

la; comparandocon E: catharticus para bivalentes cerrados t = 16,0];

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

Se estudiaron 50 células en Anafase l del híbrido, de las cuales #9

presentaron una segregación aparentemente normal (21-21, Figuras 5.6. A y C)

y en sólo una de ellas (2%) se observó una segregación anormal 20-22
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(Figura 5.6. B). En tres de dichas Anafases l (6%) se observó un puente dí

céntrico (Figura55.6. A, C y D). En Telofase I y ll en el h-SZ de las células

se encontraron I a 3 mícronücïeos (Figuras 5.6. E z F).



Tabla5.3.ComportamientomeíóticoeneihibridoE¡bonariensisxE3catharticusy

ensusprogenitores.

Especies
ehibrido

Númerode

cultivo

yherbarío

Asociacionescromosómicasendiacinesís

ometafaseI.MediaiE.S.yrango

ll

cerrados

.quiasmas

célula

N°de
por

sepegpnusa
SElnlgí) ap 0.13“!le

E¡catharticusKunth.

Cult.6h3

c4m1114

20.80 10.05 18-21

A221-

A1.so 10.07zo 39-h5

g. Parodi

bonariensis

etCámara

Cult.98/2

CAN.5?9

20.99 10.01 20-21

4221-

hZ.02 i0.0h100 ¿41-163

g. g.
bonariensisx catharticus

C9

CII/V.¡205

20.89021

#210.08i0.05

19-210h

39.8h 10.12143 344.3

¡15
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B = E: bonaríensis (Cult. 98/2), diacínesís.

2| bivalentes (¡9 cerrados).

2| bivalentes (20 cerrados).

D = E¿ cathartícus (Cult. 6h3), metafases I.

2! bivalentes (20 cerradós).

2] bivalentes (¡8 cerrados).

F = Fl E: bonariensís x É: cathartícus (C9), metafa
ses I. h

2] bivalentes (20 cerrados)

20 bivalentes + 2 unívalentes (18 bivalentes cerra

dos), las flechas señalan los unívalentes.

Todas con igual aumento.
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Fíg. 5.6. A - F = É] Efbonariensís x E¡cathartícus (C9).

A - D = Anafase l.

A y C con segregación nonnal 21 - 21.

B = con segregación 20 - 22, la flecha señala un cromoso

ma fuera de huso.

A, B y C = con presunto puente dícéntrico.

E Telofase I con 3 micronücleos.

F = Tetrada (telofase ll) con 2 mícronücleos.

Todas con igual aumento.
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5.2.3. [4 B. parodií x B. catharticus (C36) y B. catharticus x B.

parodií (C37/2)

Los resultados del comportamiento cromosómícoen diacínesís - metafa

se l de los progenitores e hïbridos se detalla en la Tabla 5.h.. En la Figu

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

bridos.

La linea de B. catharticus (Cult. 908), progenitora de estos híbridos,

presenta una meíosís totalmente regular, con formación de 21 bivalentes y

tiene comportamiento para bivalentes cerrados y quiasmas muysemejante al de

las otras dos lineas de E: catharticus estudiadas (Cult. 129 y 6h3; Tablas

5.2. y 5.3.). Por lo tanto las tres lineas de E: catharticus estudiadas tie

nen comportamiento meiótíco semejante. El otro progenitor, E: parodií (Cult.

Bhl/h), forma siempre Zl bivalentes y tiene una frecuencia de bivalentes ce

rrados y de quiasmas muysemejante a E: catharticus (Tabla 5.h.), siendo el

resto de su meíosís totalmente regular.

Los hïbrídos E¿ parodií x E: catharticus (C36) y su recíproco E:

catharticus x E: parodií (C37/2) mostraron una meíosís muy regular, formando

en la mayoria de las células 21 bivalentes (Tabla 5.h.,Figuras 5.7. B y C).

En sólo dos células (de 83 estudiadas) E: parodií x E: catharticus (C36) pre

sentó l cuadrivalente + 19 bivalentes (Figura 5.7. A). Amboshibridospresen

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

Tabla 5.h.). En relación 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,h). Al comparar es

tos hïbrídos con sus progenitores, respecto a estos parámetros, se observo



122

que no son significativas las diferencias, aunque los hïbrídos presentan un

poco de mayor variación (Tabla 5.h.).

En anafase-telofase l de los hïbrídos, se vió con baja frecuencia la

producción de l puentedícéntrico con un fragmento acéntríco (Figuras 5.7. G

yLID. También se observó en algunas anafase I rezagados dívídíéndose ecua

cionalmente (Figura 5.7. F.). En E: parodíí x E, cathartícus, de un total de

kh anafaSes I estudiadas, sólo una presentó l puente y l fragmento; y en un

total de 83 telofases I en sólo dos se vió l puente + l fragmento. En este

híbrido, por lo tanto, sólo el 2,36%de las anafases-telofase l manifiestan

l puente + l fragmento . En el hïbrído E: cathartícus x E: parodíi sólo se

observó l puente + 1 fragmento (Figura 5.7. H)en el 2,7h2 de las 73 anafa

ses-teïofases I estudiadas.



Tabla5.h.ComportamientomeíóticoenelhibridoE.parodiíxE.cathartícus,ensurecíproco

yensusprogenitores.

Asociacionescromosómicasendiacinesis

,'ometafaseI.MediaiE.S.yrango

EspeciesNumerode

cultivo2n

ehíbridos

yherbarioIIN°de

IV|Ilquiasmas

cerrados

por

célula

sepegpnnsa
selnlgo ap OJawgu

Cult.8h1/h20.9hh1.96

¡E.parodiiCovas#2--21--i0.0310.0596

¿AN{21620-21¿”463

etItria

Cult.90820.89hi.8h

É.cathartícusKunth#2--21--10.0hi0.1156

(Av/44ns19-2139—qu

002'20.9102

#2i0.02¿0.05i0.0

0119-2102

5.EarodiixC36 E.catharticus

720.151.1.55 li10.1310.2383

19-21394.3

64M42f0

E.catharticusxC37/220.8703120.19hi.h8

1+2--10.1110.05«20.1810.2975

CAN/21!20-21o219-2138-143

B.parodíí
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Fig. 5.7. A

A

B

12h

H = Fl E: Earodíí x E: cathartícus (C36)

Díacinesis con ¡9 bívalentes + l cuadrívalente.

Díacinesis con 21 bívalentes cerrados y #3 quiasmas.

Metafase l con 2] bívalentes cerrados y #2 quiasmas.

Metafase l donde son visibles dos unívalentes.

Anafase l con un puente dícéntrico. No se observó

fragmento.

Anafase l con dos rezagados; producto de división e

cuacional de un unívalente.

Anafase l con un puente dícéntríco y un fragmento a

céntrico.

Fl E: cathartícus x E: parodíi_(C37/2), telofase I

con un puente dícéntrico (aparentemente ya cortado)

y un fragmento acéntríco.

Todas con igual aumento.
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5.2.h. f_ B. brevís x B. bonaríensís (C29)4y B. bonaríensís x B.i

brevis (C30)

El comportamiento cromosómíco en diacinesis-metafase I de los hibridos

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

El origen del progenitor E. bonaríensís (Cult. 98/3)usado en los pre

sentes hïbridos, es el mismoque en el híbrido E: bonaríensís x E: catharti

Eu¿_(Tabla 5.3.). En este caso se usó otro individuo (Cuit. 98/3) cuyo com

portamiento meiótico es regular formando 21 bivalentes (Tabla 5.5.) y no di

fiere significativamente para frecuencia de bivalentes cerrados y quíasmas

del otro individuo estudiado (Cult. 98/1, Tabla 5.3.). É: brevis (Cuit.8ü2,

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

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

Figura 5.1. B).

Los híbridos (C29 y C30) poseen meiosis bastante regular formando 2]

bivalentes en el 96,5% de ¡as diacínesis -metafases I (lapia 5.5.; Figura

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

híbridos no presentaron, entre si, diferencias significativas para frecuen

cias de bivalentes, bivalentes cerrados y quíasmas por célula (t = 0,68, 0,87

y 0,10 respectivamente, p siempre > 0,h). Al comparar estos hibridos con sus

progenitores sóhase encontró que es significativa la diferencia entre ellos

y cualquiera de sus progenitores respecto a la frecuencia de bivalentes ce

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

En el hibrido (C29) de las 65 células estudiadas en anafase I, el

¡2% presentaron l a 2 rezagados y el resto fueron aparentemente normales

(Figura 5.8. E.). En Telofase I, este hibrido, presentó i a 2 rezagados en
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el 8,6% de las 129 células estudiadas (FígurasS.8. F x G) siendo el resto

aparentemente normales. En Telofase Il el 28%presentaron de l a h rezagados

(Figura 5.8. H), el resto de las 138 célu1ás estudiadas fueron aparentemente

normales.



Tabla5.5.ComportamientomeíóticoenelhíbridoE¡brevísxÉ¿bonariensis,

ensurecíprocovensusprogenitores.

Asociacionescromosómicasendiacinesis

Númerodeometafasel.MediaiE.S.yrango

Espec'escultivo2n

ehíbridosyherbarioN°de

ilquíasmas

cerrados'por

célula

selnlga ap OJamgN

CUIt'98/3 h20.93hi.98

B.bonarícnsis221--¿0.02i0.05"""“"“"'¿”"965 20-21hi-h3

Cult.8h220.9h41.87

E¿brevis#221--i0.02i0.03

—CAN124120-21¡41-43

c2920.970.0719.97hi.30

uz10.0110.02¿0.0610.16

¡E.bonariensis¿4N712020-210-218-2139-ü3E.brevísx

20.9800 10.0110.0

B.b'20-2102
_lreVIs“IV/’21E¡bonarlenSIsxC30nz

619.88hl.3h 2i0.05i0.ii

19-2139-h3

sepelpnnsa
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Fíg. 5.8. A

H

129

E: brevís (Cult. 8h2), díacínesis con 2] bívalentes

cerrados y #3 quíasmas.

E: bonariensís (Cult. 98/3), díacínesis con 21 bíva

lentes cerrados y #2 quíasmas.

H = Fl

Díacínesís con 21 bívalentes (18 cerrados ) y 39

E: brevís x E: bonariensís (C29).

quíasmas.

Prometafase I con 20 bívalentes + 2 univalentes.

Anafase l aparentemente normal.

G = Telofases I

Con ü rezagados, resultantes de división ecuacional

de 2 unívalentes.

Con 2 rezagados, producto de división ecuacional de

l unívalente.

Telofase Il con 4 micronücleos.

Todas con igual aumento.
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5.2.5. EJ B. parodii x B. brevís (C32)

En la Tabla 5.6. se muestra el comportamiento meiótico en diacínesis

metafase I del hïbrído y en la Figura 5.9. se ilustran algunas de las irregg

larídades de su meiosis.

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

cult. 8h]; E: brevís, cult. 8h2) y ya fue descripto en las Tablas S.h. y 5.5.

Los mismosno presentaron diferencias significativas para bivalentes cerra

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

Este hibrido presenta una meiosis relativamente regular formándose en

diacínesis - metafase I, 21 bivalentes en el 88,9%de las células estudiadas,

presentando 20 bivalentes + 2 unívalentes ó 19 bivalentes + h univalentes en

sólo el ¡1,4% (Tabla 5.6., Figuras 5.9. A-C). Comparandoesta F1 con cualquís

ra de sus progenitores, presentó disminuciónsignificativa en la frecuencia de

bivalentes cerrados (t = 2,39, p < 0,02) y en la frecuencia de quíasmas

(t = h,93, p < 0,001). En Anafase l de 6] células analizadas, 59 fueron apa

rentemente normales (88,52%), 6 (6,56% presentaron l a.3 rezagados y 3 (h,92%)

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

de 6h células analizadas, 57 fueron aparentemente normales (89,07%) y 7

(¡0,9h%) presentaron de l a 5 micronücleos. En los estados Il también se ob

servaron ciertas irregularidades meíóticas. En Anafase - Telofase ll de 8h

analizadas el 12%presentó de l a 8 rezagados (Figura 5.9. E)y el resto fue

ron aparentemente normales. De 210 tetradas estudiadas el 9,37% presentaron

de l a 5 micronücleos (Figura 5.9. F).



Tabla5.6.ComportamientomeióticoenelhibridoE¡parodiixE¿brevísyen

unodesusprogenitores.

AsociacionescromosómícasenDiacínesís

NúmerodeoMetafaseI.Mediai:E.S.yrango

ESpeClecultivo2n

ehibridoyherbarioN°de

llIIqdasmas

cerradospor

célula

Cult.8h120.9hhi.96

_E¡parodíi#22]--10.03i0.05

CAA/424420-21¡41-143

E.parodíixC3220.88o25"19.65140.18

—1:210.0310.0610.1210.28

0h

¿ELSCAM",719-2118-21384.2

sepeipn1sa
selnlgo ap OJamgN

\D
Ch
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A - F = F1 E3parodíí x É¿brevís (C32/1).

A - C = Metafase I.

A y C = Con dos unívalentes, e] resto bívalentes.

B = Concuatro uníyalentes, el resto bívalentes.

D = AnafaSe I c0n un puente dícéntríco sin fragmento

acéntríco visible.

E = Telofase II con varios rezagados.

F = Tetrada con h micronücleos.

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

Se estudió la variación intra e interespecïfica del contenido de ADN,

área y volumen nuclear en las cuatro especies del subgénero Ceratochloa ana

lizadas en este trabajo. Contal fin se estudiaron tres o cuatro individuos

de dos o más procedencias distintas de cada una de las especies. Al elegir

las distintas procedencias de cada especie se trató de estudiar poblaciones

que distaran no menos de 200 Km;asi para E: catharticus se estudiaron pobla

ciones de Buenos Aires (Cult. 9ll) y de Entre Rios, Gualeguaychú (CANN°S72)

Deg: 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. OlS). DeE: brevis, se estudió una

población de Sierra de La Ventana, Provincia de Buenos Aires (CANN° 709) y

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

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

lizar un análisis de varianza entre las réplicas (individuos) de cada una de

las procedencias de las distintas especies, se encontró que no presentaban

diferencias significativas, considerándose globalmente los datos para el cál

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 análi

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

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

l = La parte experimental fue realizada en el Centro de Biologia Celular del

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid, España. Estos re

sultados fueron ya comunicados (Naranjo, l98h).
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cias entre especies. En la Figura 5.10. se representan los histogramas de wa

riación del contenido de ADNen cada una de las especies.

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

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

No se encontró diferencias significativas entre las medias de área y volumen

nuclear de distintos individuos de una especie. Comolas mediciones fueron ne

chas en distintos preparados para cada uno de los individuos, lo anterior es

taria indicando que la técnica no influyó variando el área y volumen, quizás

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

forma irreversible por efecto del peso del cubreobjeto.

En la Figura S.ll. se representa la correlación entre el contenido de

ADNy volumen nuclear, siendo el coeficiente de correlación r = 0,965.



Tabla5.7.a)ContenidodeADN,áreayvolumennuclearenvariasespeciesdeBromusdelsubg.Ceratochloa.

ADN(2Cenpg)

Especie

Origen(Nde herb.ó

cult.)

Réplicas(plantas)Í iE.S.

2

3

Area gpclear X:E.S.(u.a.)

Volumen nuclear
í15.5.(a.u.)

9|]

il.58'0.|2

¡1.8710.li

¡1.5210.l3

11.66i0.07

B.cathartlcus‘

S72

ll.h610.10

11.63:0.l|

il.93i0.13

Il.67t0.07

11.6610.07

9.5h:0.20

22.17:0.39

B.brevís

709

12.9hÉ0.08

12.86i0.12

12.7iiO.|0

12.8310.06

8h5

13.0210.15

12.8710.1h

12.3310.16

12.90t0.09

12.8710.06

9.96t0.25

23.6hti.02

B.parodií

8h]

l3.5310.i3

l3.51:0.09

13.2610.|1

13.56t0.1h

13.h6t0.06

10h

¡3.Sh30.ih

l3.ü520.1h

13.5310.l9

13.51t0.12

13.50t0.07

¡3.h8:0.07

¡0.3010.30

2h.86t1.16

B.bonariensís

015

1h.ü710.l|

Ih.h310.09

|h.h5t0.l3

ih.h210.08

lü.hht0.06

98

lh.6010.12

|h.69t0.10

lh.6510.|0

1h.66:0.06

ih.55:0.06

11.2720.35

28.h6:l.ü8

b)AnálisisdevarianzadelcontenidodeADNentreorígenesdeunaespecieyentreespecies

FuentedevariaciónSCGLCMFp Entreespecies555.h3013¡85.1h3hh72.03360.00001 Entreorigenesdeuna especie¡.5639h

¡72.65l6532 7296506539

0.39221.2118 0.3236

0.305

Error Total
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Fíg. 5.10 Histogramas de variación del contenido de ADNnuclear 2C

expresado en pícq/gramos._En cada especie se representan
los 120 a 160 nücleos medidos. Las flechas señalan el va

lor medío de cada especie.



NUMERODENUCLEOS

20

140

20

'40

B.CATHARTICUS

B.BREVIS

B.PARODII

B.BONARIENSIS

4 I l 1 l I 1

1o 11 12 13 ¡la 15 16

CONTENIDO DE ADN (2C ENPG)

Fíg. 5.10.
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Fíg. 5.11 Regresión entre el contenido de ADNy ei VOÏUmennuclear

para cada una de las cuatro especies del Subg. Cerato

chioa estudiadas. Los puntos representan ios valores

medios de estos caracteres para cada una de ias espe

cies. La ecuación de regresión es y = '3.h7 + 2.15 y

el r = 0.965.
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6. ELECTROFQRESIS DE PROTEINAS SEMINALES Y CROMATOGRAFIA

DE COMPUESTOS FENOLICOS

6.l. INTRODUCCION

En el establecimiento de las relaciones filogenéticas es muy importan

te analizar los fenotipos bioquímicos. 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 isoenzímas, y cro

matografïa de compuestos fenólícos.

La utilidad de los espectros electroforétícos de proteinas seminales

en estudios taxonómicos y evolutivos ha sido analizada y destacada por Ladi

zinsky y Hymowitz(¡979). Los autores analizan los aportes que se hicieron

desde los trabajos pioneros de Hall (1959, 1964), Hall y Johnson (1963),

Johnson y Hall (l965), Fox et_al. (l96h), Vaughan y Waite (1966) y Hunziker

(1966, ¡967) hasta la fecha de su revisión.En ese lapso, en alrededor de un

centenar de trabajos se realizaron estudios electroforéticos de proteinas se

minales en más de #5 géneros correspondientes a ¡3 familias. Estos estudios

se intensificaron cuando FoxÉt_al_(l96h),y Johnson y Hall (l965) adoptaron.

por su mayor resolución,el uso de geles de políacrílamída propuesto por

Raymond y Wang (1960) en reemplazo de los de almidón.
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Unade las caracteristicas más importantes de los perfiles electrofo

rétícos de proteinas seminales es su alta estabilidad. Comolo señala Ladi

zinsky y Hymowitz(l979), ésto se ha probado particularmente entre plantas

cultivadas en las cuales un gran nümero de plantas han podido ser analizadas.

En plantas cultivadas muestras provenientes de diferentes áreas geográficas

y adaptadas a diferentes zonas ecológicas poseen esencialmente los mismos

perfiles electroforéticos (Johnson, l972, 1975; Ladízinsky y Adler, l975; y

otros). Además, la composición de las proteinas seminales son altamente esta

bles y es muypoco afectada por las condiciones ambientales o las fluctuacig

nes estacionales (Adriaanse gt al.,1969; GrayÉt_al¿,l973); incluso la edad

de las semillas madurasno parece afectar sus perfiles electroforéticos (Ro

binson y Megarríty, ¡975). Se ha observado también que cambios intrinsecos

comoalteraciones cromosómicas estructurales o duplicación de los cromosomas

tendrian nulo o bajo efecto sobre los perfiles proteicos especificos (Hunzí

ker, l967; Levin y Schall, ¡970).

En diferentes grupos de plantas se ha visto que cada especie se carag

teriza por un perfil electroforético determinado, con presencia de bandas pro

pias, como ha sido observado en , por ejemplo, Triticum (Johnson, l972),

Sissi (Ladizinsky y Adler, l975) y Bulnesia (ComasÉt_al:, l979, l98h). En

otros géneros como, por ejemplo, fisum_(Przybylska gt_gl¿, 1977) y Prosopis

(Burghardt y Palacios, l98h) que poseen especies que forman hibridos relativa

mente fértiles y presentan gran variación intraespecïfica de los perfiles e

lectroforéticos, las entidades se puedencaracterizar 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 adición en los híbridos .anfíploídes artificiales de las proteí

nas de los progenitores. Aunquees abundante la información acumulada sobre

esta caracteristica,no son muchas las familias y géneros donde se la ha esta

diado. En varios géneros de gramïneas se ha visto adición total en anfiploi

des artificialesen AXEEÉ_(Murraygt_gl., l970), Hordeum(Naranjo y Hunziker,

l97l), Stipa-Oryzopsís (Hall y Johnson, 1963). En otros géneros de gramïneas

se ha visto,por otro,lado que la adición no es total apareciendo bandas nue

vas y/o supresión de bandas de los progenitores como, por ejemplo, la apari

ción de 2 bandas nuevas en un anfiploide artificial en Aegilops (Waínes y

Johnson, l97l), la aparición de l a 2 bandas nuevas y 3 a h bandas suprimi

das en tres anfiploídes artificiales entre Elymuscanadensis y tres especies

de Agropyron (Naranjo y Hunziker, l97l). Además, se ha encontrado que mien

tras que el anfiploide Triticale hexaploide (trigo tetraploide x centeno di

ploíde) presenta adición total (Hristova y Baeva, 1972), en el Triticale oc

toploíde originado a partir de trigo hexaploide y centeno diploide se ven su

primidas algunas bandas parentales (Hall, ¡959; Hristova y Baeva, ¡972).

Este fenómeno de disminución de la adición cuando uno de los progeni

tores tiene mayor nivel de ploidïa ha sido observado también en Solanum

(Edmondsy Glidewell, l977). En géneros de otras tres familias que se han es

tudiado se observó adición total comoen Gossypium(Cherry gt_glj 197l),

Galeopsis (Houts y Híllebrand, 1976) y Brassica(Vaughan y Waíte, 1967).

La propiedad de adición de las proteinas seminales de los progenitores

en híbridos y políploides ha sido usada, con buenos resultados, comouna he

rramienta auxiliar en el estudio del origen y la evolución de los mismos.

Hunzíker (¡966, 1967) ha confirmado electroforéticamente la participación del
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tetraploide Agropyron tilcarense en el origen del complejo hexaploide A:

scabriglume, hipótesis que fue previamente apoyada por estudios morfológicos

y citogenéticos. En un interesante estudio Johnson (1972) confirmó electrof9_

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

de (CCDD)originado a partir de los díploides Ag. caudata (CC) y Ae.

squarrosa (DD). Mientras el espectro del tetraploíde es muyuniforme, existen

algunas variaciones en los díploides; mediante la elección de apropiadas va

riantes de cada uno de los díploides fue posible sintetizar el espectro de

Ag. cylindrica con una mezcla de dichos díploides. Johnson concluyó que Ag.

cylindrica se originó en un área dondedichas variantes electroforétícas de

Ag. caudata y Ag, squarrosa crecen, o al menoscrecïan, simpátricamente.

Waines y Johnson (l975) proponen, con un estudio electroforético, que Ag:

squarrosa es el mejor candidato comoprogenitor diploíde de Ag, ovata.

Edmondsy Glidewell (l977) demostraron que el hexaploide Solanum Elf

grum se originó por alopoliploidïa a partir del tetraploide E3 villosum y

el diploide E: americano.

La cromatografía de flavonoides ha demostrado constituir importante in

formación para estudios taxonómicos y evolutivos pues en general una especie

puede ser identificada por su patrón cromatográfico en diferentes grupos de

plantas (MarkhamÉt_5fl:, 1970; Ballard y Cruden, 1978; Hunzíker g¿_al¿, 1978;

Poggio, 1980; Palacios y Bravo, 1981; Hickenbíck, l983; Naranjo Eï_al., l98h;

y otros). Son pocos los casos en que se ha observado el mismo patrón cromatg

gráfico en diferentes especies, comoocurre 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 Schillíng y Mabry (l981).
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Schilling (l983) encontró mayorvariación interespecïfica en otras siete es

pecies de Helianthus (Series Angustifolii) observando, en éstas, compuestos

especificos.

Harborne (¡967) ha señalado que los flavonoides están considerados cg

mo los caracteres quimicos más estables en plantas. La variación cualitativa

en los patrones de flavonoides, según Harborne (JEÚEL)está muy limitada al

nivelespecïfico. Existen muypocos ejemplos donde una gran variación morfoló

gíca intraespecïfíca es acompañadapor una gran variación cromatográfica co

mo ocurre en el género Galium (Puff, l975) y en Clematis pitcheri (Dennis y

Bierner, 1980). Dennis y Bierner (Ibid.) al estudiar siete especies de Els:

mails encontraron que dos variedades de E: pitcheri presentan marcadas dife

rencias en sus patrones de flavonoides. En general se ha observado constancia

en los patrones cromatográficos especificos en grupos que presentan notable

variación morfológica comopor ejemplo en Baptisia (Brehmy Alston, l964),

Prosopis (Bragg et 31., 1978; Palacios y Bravo, l98l; Naranjo Ét_al., l98h)

y en Helíanthus (Schilling y Habry, l98]; Schílling, l983). En la mayoria de

los casos la situación tipica es que los compuestos principales están unífoL

mementepresentes y hay alguna variación en compuestos menores. Esta varia

ción es la resultante de la heterocigosis existente en la mayoria de las po

blaciones naturales, la cual variará dependiendo del sistema de reproducción

(auto-alogamia) como lo han mostrado Fróst y Asker (¡977) en estudios cromatg

gráficos en Hordeum y Brunsberg (1965) en Lathyrus. Además, ciertos compues

tos pueden estar presentes en cantidades bajas (trazas) en algunos individuos

y pueden ser subestimados por el método de detección. La causa de la baja con

centración de dichos Compuestos puede ser debida a variación en genes regula

dores o variación debida a efectos ambientales (Abrahansony Solbrig, l97l;
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Wooten, l97l).

Al considerar la variación intraespecïfica es importante tener en

cuenta la variación íntraíndivídual debida a variación estacional. En dife

rentes grupos de plantas se ha demostrado la existencia de variación en el

patrón cromatográfico de un individuo a lo largo de las estaciones, por ejem

plo en Tíarella (Taylor, l97l), en Juniperus (Adams, l972) y en Prosopis

(Naranjo gt_al., ¡984). Debido a que esta variación estacional puede llegar

a involucrar hasta un 30%de los compuestos como en Prosopis (Naranjo, 1212),

los autores recomiendan, en los casos en que no se ha podido estudiar esta

posible variación, comparar entidades 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 cromatográficos en el a

nálisis de plantas pertenecientes a complejos naturales de origen hibrido en

plantas (Alston y Turner, ¡962, l963; Alston y Hempel, l964). En base a una

serie de trabajos en el género Baptísia encontraron que el estudio de los pa

trones de flavonoides, sin necesidad de determinación molecular de los com

puestos, constituían un método inequivoco en la identificación de varios hi

bridos interespecïficos en poblaciones naturales. Luegode que dichos autores

propusieran dicha técnica, ésta empezóa ser aplicada a otros grupos de plan

tas permitiendo la identificación y estudio de un gran nümerode híbridos,

por ejemplo en Asplenium (Smith y Levín, ¡963), 31213 (Stebbins gt_gl¿, l963),

Zínnia (Torres y Levin, 196h), Tragopogon (Brehn y Ownbey, l965), 52125 (Le

vín, 1966), Larrea (Hunziker gt_al., l978), Prosopis (Naranjo st_al., l98h);

e innumerables otros casos.
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El éxito de la aplicación del estudio de los patrones cromatográfícos

en el estudio y determinación de] orígen y naturaleza de los híbridos radica

en el grado de adición en los mismos de los compuestos de los progenitores.

Son varios los autores que han encontrado en general adición completa en hï

brídos naturales (Alston gt_gl¿, 1965; Smith y Levin, 1963; Harborne, ¡973;

Ornduff Ét_al¡, ¡973; y otros). Pero existen casos en que se han encontrado

compuestos nuevos en hïbrídos y poliploídes derivados como en Eblgï (Levy y

Levín, 1971),Saccharum (Willians Ét_al¿, 197h) y en Lasthenía (Ornduff Ét_glq

1973)
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6.2. ELECTROFORESlS DE PROTEINAS SEMINALES

El presente estudio ha tenido los siguientes objetivos:

a) Tratar de determinar el grado de diferenciación 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 gg

neraciones hïbridas estudiadas (Fl y Cl).

6.2.]. Caracteristicas electroforéticas y relaciones fenéticas entre

las especies de Bromusestudiadas

A. Caracteristicas electroforétícas

En la separación electroforética de la Figura 6.l. A, se muestran los

patrones proteicos de las cuatro especies estudiadas del subg. Ceratochloa:

É: catharticus (Cult. 129 y ¡03), É: parodii (Cult. 10h), É: brevis (Cult.

¡25) y E: bonariensís (Cult. 98). En el esquema de la Figura 6.1.8, se nume

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

la Figura 6.]. A y en otras realizadas en estos materiales. Algunas bandas

más lentas que la N° l, no se las ha considerado por presentar intensidades

muybajas. Las diferencias de intensidad de algunas bandas entre especies,

como se observa en la Figura 6.]. A, se debe a que en esa oportunidad se uti

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

maño. Posteriormente se utilizó O,l5 gramos de semillas maduras
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Fíg. 6.1. A = Patrones electroforétícos de E¿cathartícus, E3paro

díí, E¡brevis y E:bonaríensis. Cátodo hacía la derecha

y el orígen en el borde izquierdo. B = Representación

esquemática de las bandas proteícas. Las bandas más len

tas que la N°1 no fueron consideradas.
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05-25 semillas) de cada una de los taxones obteniéndose igual concentración

de proteinas y mayor similitud en la densidad de las bandas homólogas entre

las especies.

Al comparar estas cuatro especies se consideró un total de 20 bandas

electroforéticas. En la Tabla 6.1. (MBD,Matrïz Básica de Datos) se indican

las bandas presentes en cada una de las especies. Al analizar la Figura 6.l.

A y B, y la Tabla 6.]. puede verse que nueve bandas son comunes a las h espe

cíes (N°3, 5, 8, 12, l3, lh, l6, l7, 18), sólo tres bandas son propias de al

guna de lasespecies (N° l, ¡9, 20) y las nueve bandas restantes están com

partidas por dos ó tres de las especies. La presencia de una banda en tres

de las cuatro especies, bace que ésta sea marcadora (por ausencia) de la cua:

ta especie; asi, la ausencia de la banda 2 es marcadora de E: catharticus,

la de las bandas h y lO de E: brevís y la de las bandas 7, ll y 15 de E:

Earodíí.

B. Relaciones fenétícas

Al aplicar las técnicas de taxonomía numérica a los resultados obteni

dos en este estudio electroforético se obtiene una cuantificación de las rela

ciones entre las especies. Las relaciones que se obtienen son fenéticas (rela

ción de fenotipos actuales) y son estructuras taxonómicas hipotéticas a las

que no deben dársele, necesariamente, connotaciones filogenéticas.

En base a los 20 caracteres electroforétícos y las cuatro especies co

moOTU's (MBD,Tabla 6.1.), se aplicaron tres coeficientes de similitud: dos

coeficientes de asociación “Jaccard” = Sj y “Simple Matching Coefficient“= SMC,

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



Tabla 6.1.

15h

Características electroforétícas. Matriz Básica de Datos (MBD),
para proteínas de reserva. (0=ausente o no detectada;1=presente).

Especies

(OTU's)

Bandaselectroforétícas

6 10 11 12 13 14 15 17

1.

2.

B.catharticus

B.bonaríensís

. B.brevís

. B.parodíí

7 8 9

1 1 o

1 1 1

1 1 1

o 1 o
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coeficientes se obtuvieron las tres matrices de similitud (OTUx OTU)de la

Tabla 6.2. Con estas matrices y la aplicación de UPGMA(= “Unweíghted Paír

Group Method using Arithmetícaverage”) como método de agrupamiento de liga

míento 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 relación fenética. E. bonaríensís y É, brevís forman un primer

grupo fenétíco de gran afinidad. E: catharticus se une a este primer grupo,

mostrando mayor afinidad por él que por E, parodíi que es la especie más aii

lada. Para evaluarlá'COngruencia taxonómica, además de la comparación visual

de los fenogramas, se calcularon los coeficientes de correlación ¿_entre las

tres matrices de similitud de la IEBlE_É¿g¿Los valores fueron:

r = 0,992 para el par Sj/SMC

r = 0,996 para el par Sj/TD

r = 0,997 para el par SMC/TD

El elevado valor de ¿_ obtenido en todos los casos indica una perfecta

congruenciaentre los resultados obtenidos por los tres métodos de clasifica

ción usados.

En la sección 6.h. de este capitulo se analiza la concordancia (con

gruencia) con los resultados de los estudios cromatográficos.
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Tabla 6.2. Matrices de similitud (OTUx OTU), considerando 20 caracteres

SJ

SMC

TD

eiectroforéticosl Coeficientes usados: Sj = Jaccard, SMC=

“Simple Matching Coefficient“ y TD= Distancia Taxonómíca.

2. B.bona. 3. B.brev. h. E¿paro11. P.cath.

. 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. h. B.paro.

. B.cath_L 1.0

. É¿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. h. B.paro.

. B.cath. 0.0

. B.bona. 0.447 0.0

. B.brev. 0.5ü8 0.hh7 0.0

. B.paro. 0.632 0.5h8 0.707 0.0
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Fíg. 6.2. Fenogramasobtenidos en baSe a 20 caracteres electrofo

rétícos. Coeficientes usados: Sj = Jaccard, SMC= “Sím

ple Matching Coeffícíent“ y TD= Distancia Taxonómíca.

Los tres fenogramas se obtuvieron por el método de agnr

pamíento UPGMA.r = coeficiente de correlación cofenéfica.



Sj / UPGMA

0.570 0.600 0.630 0.660 0.690 0.720 0.750 0.780

r = 0.829

SMC / UPGMA

0.59“ 0.62h 0.65h 0.684 0.71h 0.7hh 0.77h 0.80h
l I I l l l 4L l

r = 0.796 ‘F’—_————_-—__._—-_

TD / UPGHA

0.6h5 0.615 0.585 0.556 0.525 0.h95 0.h65 0.h35
l I I l I L l l

r = 0.813

Fíg. 6.2

OTU'S

B.cath.

B.bona.

B.brev.

B.paro.

OTU's

B.cath.

B.bona.

B.brev.

B.paro.

OTU'S

B.cath.

B.bona.

B.brev.

B.paro.
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Nivel

0.716

0.778

0.57h

Nivel

0.700

0.800

0.600

Nível

0.h97

0.hk7

0.629
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6.2.2. Adición de proteínas en un híbrido F1 ygen su alopoliploide

artificial de Bromus

En los estudios previos de cuantificación del grado de adición de las

proteínas de reserva de los progenitores en los híbridos Fl y en los alopoli

ploides derivados, se presentó la dificultad metodológica de no poder estu

diar la aditividad en los híbridos Fl 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 resultó totalmente eStéril pudiendo compa

rar el patrón electroforético del híbrido Fl con el de su alopoliploide deri
vado.

El híbrido en cuestión es el FI E: catharticus x E; brevís (híbrido

C2, Tabla h.2.) donde pudo estudiarse su patrón electroforétíco y compararlo

con el del alopoliploide Cl E: catharticus-E¿brevis (Cult. lhh) y con el de

sus progenitores.

Comopuede observarse en la corrida electroforética de la Figura 6.3.

la adición en los espectros híbridos es completa. No se encontraron diferen

cias entre los espectros proteicos de la Fl y el del alopoliploide, siendo a

su vez díchosespectros 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 electroforétícas.
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Fig. 6.3. A = Patrones electroforétícos de E¿cathartícus, E¡brevís,

el hïbrído F1 (C2) y el anfiplolde artificial (Cult. 1hh).

El cátodo hacía la derecha y e] orígen en el borde izquier

do. B = Representación esquemática de las bandas proteícas.

Las bandas más lentas que la N°1 no fueron consideradas.



Fíg. 6.3

B.catharticus

Anfiploíde l

B.brevis

B.brevis

.16]
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6.2.3. Perfiles electroforéticos en especies díploides (subg. Festu

coídes) y octoploídes (subg. Ceratochloa)

Se ha realizado un estudio preliminar de caracterización y variación

proteica en especies diploides del subgénero Festucoídes (É: laevipes, É:

anomalus y E. cilíatus) y en especies del complejo octoploíde del subgénero

Ceratochloa (É¿ carínatus, E: marginatus y É: maritimus).

En la Figura 6.h. se muestra una de las corridas electroforéticas

realizadas. Los diploídes tienen un patrón que los caracteriza y consta de pg

cas bandas. Los octoploídes poseen una mayor riqueza proteica. Tanto al nivel

diploide comooctoploíde existe variación interespecïfíca (Figura 6.h.).

En la Figura 6.5. se comparan los perfiles electroforéticos de un he

xaploide, un octoploíde y un díploide. En ella puede observarse que los perfi

les del hexaploíde y octoploíde son semejantes estando contenido en el og

toploide el espectro proteico del hexaploide. Las bandas del diploíde podrian

también estar incluidas en el octoploíde. Esto último no puede afirmarse, por

ahora, ya que las pocas bandas de los diploides coinciden con zonas de mayor

densidad proteica de los octoploídes. Estas observaciones estarían apoyando

el orígen de los octoploídes (subgénero Ceratochloa) comoalopolíploides en

tre hexaploídes (subgénero Ceratochloa) y diploides (subgénero Festucoídes)

postulado y probado citogenéticamente por Stebbins y Tobgy (l9hh).
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Fíg. 6.h. Perfiles electroforétícos de tres especies octoploides de

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

marítímus) y tres especies díploídes del subg. Festucoídes

(E: laevípes, E: anomalus y E, cílíatus). El cátodo hacía

la derecha y el orígen en el extremo izqúierdo.
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B.carinatus ( 8X)

B.marginatus( 8x )

B.mariti1nus ( 8x )

B.laevipes ( 2x )

Boanomalus ( 2x )

B.ciliatus ( 2x)

Fíg. 6.14.



166

Fíg. 6.5. Perfiles electroforéticos de una especie hexaploide de]

subgénero Ceratochloa (É: brevís), una octoploíde del seg

género Ceratochloa (EJ maritímus) y de una diploíde,subgÉ

nero Festucoídes(É¿ anomalus). El cátodo hacía la derecha

v el orígen en el borde izquierdo.I



Fíg. 6.5.

B.brevia ( 5x )

B.mar1timua( 8x )

B.ano::.a1ua ( ax )
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6.3. CROMATOGRAFIA DE FLAVONOIDES EN HOJAS

Los objetivos fijados al realizar este estudio fueron análogos a los

de los estudios electroforéticos:

a) Establecer las relaciones fenétícas entre las cuatro especies de

Bromus(subg. Ceratochloa), en base a las diferencias genéticas existentes

en la determinación de los flavonoides en las hojas.

b) Establecer las relaciones fenéticas entre E: uruguayensis y E:

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

Ceratochloa.

c) Análisis de patrones cromatográ.ícos en generaciones parentales,

híbridos y alopoliploides derivados, y cuantificación de la adición de los

flavonoídes en cada una de las generaciones hïbridas.

6.3.]. Cromatografíay relaciones fenéticas entre cuatro especies de

Bromus, subgénero Ceratochloa

A. Caracteristicas cromatográficas

En el estudio de estas cuatro especies fueron consideradas treinta 22

nas cromatográfícas (l al 30, Tabla 6.3.). Los compuestos 3l al #2 que figu

ran en la Tabla 6.3. corresponden a las especies del subgénero Festucoídes y

el compuesto E_a los hïbridos. Desde un punto de vista práctico se considera

cada zona cromatográfica (mancha) comoun flavonoide aunque podria incluir

más de un compuesto. En la Tabla 6.h. (HBD)se indican los compuestos presen

tes en cada una de las especies. Los compuestos considerados estuvieron



TABLA 6.3 .Caracterfstícas cromatográficas de los compuestos. ----- - invisible;

--- - no vira; am- amarillo; am-ve- amarjllo verdoso; bla - blanco;
c - celeste; pa - pardo; v - violeta.

compues‘o Rf ¿TEM Rf (HïoAc) (Salvar (“11:13: )

1 .776 .055 pa pa-am

2 .‘¡l‘o .190 pa am

3 .1108 .|30 pa am

la .lohs .323 pa --

5 .359 .32'1 pa arn

6 .210 .265 pa am

.7 .513 .130 pa pa-am

8 .337 .653 pa pa-arn

9 .IIE .359 pa am

10 .180 .‘429 pa am-ve

ll .336 .591. pa am

12 .006 .592 pa am

¡3 .hGB .193 pá am

lla .631 .173 pa pa-am

Is .650 .265 p.
16 .llll .6'17 pa am

17 .525 .199 pa pa-am

18 .597 .136 pa am-ve

19 .6‘15 .163 pa am

20 .565 .232 pa am

2| .105 .195 ""' am
22 .256 .007 bla --

23 .138 .253 pa --
2‘! .332 .370 v --

25 .375 .265 pa am

26 .319 .69'1 am --

27 .288 .606 pa am

23 .316 .106 am --

29 .00‘1 .335 am -—

30 .612 .237 pa am

3| .529 .322 pa arn

32 .622 .2la0 pa a“

33 .312 .007 am --

3“ -32° -523 pa am

35 .005 .76h am --

36 .302 .106 ----- am
37 .209 .193 "'" 3'"
38 .733 -367 Pa '"
39 .360 .559 ""' 3m
1.0 .2hs .882 am '"
h) .217 .853 V "‘
hz .h26 .612 c --

a .135 .525 pa am
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TABLA ConstitucíómcMmatoqráficas. Matriz Básica de Datos (HBD)para compuestos fenólicos.
—— (0=ausenteo nodetectado;l I presente).

(Impuestos fenólicos
Especies

(mms) 1 z 3 h 5 6 7 B 9 1o“ 12131h|516l71819 20 2122 23 2h 25 26 27 28 29 30

l.B.cathartícusIIIIIIIIOOOOOOOOI 00001010000
2.8.bonariensis10100001111010010 00101011010
3.8.brevis00100001111111111 00101010010
¡1.B.parodií11100000000000000 11011110111
5.3.uru9uazens¡501100101000000000 00000110010
6.8.brachxanthera01100101000000000 00000110010

3| 32 33 3" 35 36 37 38 39 ‘40 ’il ’42

l. B.catharticus 0 0 O O 0 0 0 0 0 0 O

2. B.bonaríensis 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 G O

3. B.brev¡s 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 G 0

¡1. B.parodíí 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5. B.uruguazensís 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0

6. B.brachzanthera 0 l l 1 l 0 l l 1 l 1 1
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presentes en más del 80% de los individuos, siendo muy pocos los compuestos

que presentaron frecuencia menor. En la Figura 6.6. se representan esquemáti

camente los cromatogramascaracterísticos de estas especies.

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

nientes de una población de Núñez, Buenos Aires (hOZ/l, #02/2, #02/3, MOZ/h

y #02/5) y siete de Brazo Largo, Entre Rios (|98/l al 7). No se encontró va

riación significativa intra e interpoblacional. El cromatogramacaracteristi

co está constituido por ll compuestos (Figura 6.6.). Los compuestos h, 5, 6

y 7 son propios, mientras los compuestos 2 y l7 son compartidos solamente

con E¿ parodii y É: brevis respectivamente. E¡ catharticus no posee el com

puesto 29 que es comúna las otras tres especies.

E: bonariensis: Se estudiaron ocho individuos (Cult. N° 98/] al 8).

Contiene trece de los compuestos considerados (Figura 6.6.), de los cuales

sólo el 27 es propio. Comparte exclusivamente con E: brevis seis de los com

puestos (9, lO, ll, l3, ¡6 y 22).

E. 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. ¡25/1 al h). Nose encontró variación intrapoblacional y la varia

ción interpoblacíonal fue muybaja y no involucra a los compuestos considera

dos. El cromatograma característico está formado por quince compuestos (5152:

ra 6.6.), de los cuales son propios el l2, lh y IS.

É: Earodii: Se analizaron once individuos (Cult. ¡Oh/l al ll). El crg

matogramacaracterístico contiene catorce compuestos (Figura 6.5.). Los com

puestos l8, ¡9, 20, 21, 23, 25, 28 y 30 son propios.

Del análisis anterior se deduce que del total de treinta compuestos
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Fíg. 6.6. Cromatogramascaracterísticos de E¿bonaríensis, E¿brevís,

E¡cathartícus y E.parodíi.Se muestran rayados los compueí

tos que son propios de cada una, al comparar estas cuatro

especíes.Los frentes de los solventes se señalan con línea

de trazo.
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considerados sólo tres (3, 2h y 26) son comunes a las cuatro especies. Por

lo tanto, las diferencias entre ellas están basadas en los veintisiete res

tantes. Deestos últimos once son compartidos y dieciseis son propios de al

gunas de las especies. Los compuestos propios son: E: cathartícus = h, 5, 6

y 7; É: bonaríensís = 27; E: brevis = l2, lh y l5; E: parodii = 18, l9, 20,

21, 23, 25, 28 Y 30

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

caracteriza. Estos son fácilmente identificables no sólo por los compuestos

propios,sino también por las combinaciones entre los restantes.

B. Relaciones fenéticas

Comoya ha sido discutido (6.2.1.8) con la aplicación de técnicas nu

méricas se obtienen relaciones que deben ser interpretadas como la genera

ción de hipótesis de estructuras taxonómicas puramente fenéticas, sin necesa

rias connotaciones filogenéticas.

Trabajando con los 30 caracteres cromatográficos (l a 30) y las cua

tro especies (1 a h) como OTU's (MBD,Tabla 6.h.), se aplicaron tres coefi

cientes de similitud; dos coeficientes de distancia “Manhattan Coeffícient“ =

Q, “Taxonomíc Distance“ = Ig_y un coeficiente de asociación “Simple Matching

Coefficient” = EÉE¿Conestos coeficientes se obtuvieron las tres matrices

de similitud (OTUx OTU)de la Tabla 6.5. En base a estas matrices y con la

aplicación de “unweighted pair group method using aríthmetíc averages“= UPGMA,

como método de agrupamíento de lígamiento promedio, se obtuvo los tres feng

gramas de la Figura 6.7. Los coeficientes de correlación cofenétíca (r), que

son mayores de 0,912, nos indican que existe una muybaja distorsión en los
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Tabla 6.5 Matrices de similitud (OTUx OTU), considerando 30 caracteres

TD

SMC

cromatográficos. Coeficientes usados: T = Manhattan; TD= Dís

tancia Taxonómica; SMC= “Simple Matchíng Coefficient“.

1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. h. B.paro.

. B.cath. 0.0

. B.bona. 0.683 0.0

. B.brev. 0.730 0.hh7 0.0

. B.paro. 0.707 0.753 0.837 0.0

1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. h. B.paro.

. B.cath. 0.0

. B.bona. 0.h67 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. h. B.paro.

. B.cath. 1.0

. B.bona. 0.533 1.0

. B.brev. O.h67 0.800 1.0

. B.paro. 0.500 0.h33 0.300 1.0
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Fig. 6.7. Fenogramasobtenidos en base a 30 caracteres cromatografí

cos. Coeficientes usados: T = Manhattan, TD= Distancia

Taxonómica y SMC= “Simple Matching Coefficient“. Los tres

fenogramas se obtuvieron por el método de agrupamíento

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

0.606 0.5146 0.1486 0.1426 0.366 0.306 0.2146 0.186
l l l 4| J l l l OTU'S Nivel

F = 0.912 B.cath. 0.500

É.bona. 0.200r______
L- B.brev. 0.589

B.paro.

TD / UPGMA

0.780 0.730 0.680 0.630 0.580 0.530 0.h80 0.h30l I I J L l l I
r = 0'9hz B.cath. 0.707

I— B.bona. 0.14157
L--—-- B.brev. 0.766

B.paro.

SMC / UPGMA

0.h18 0.h73 0.528 0.583 0.638 0.693 0.7h8 0.803I I I l I l I I
r = 0'912 B.cath. 0.500

r B.bona. 0.800
L—————B.brev. 0.41]

B.Daro.

Fíg. 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 relación fenética. Se forma un primer grupo fenétíco de gran afinidad

entre E: bonaríensís y E: brevis, luego se une a E¡ cathartícus quedando E:

parodii comola especie más aislada. La perfecta congruencíataxonómica obte

nida con los tres métodos está indicada por los valores elevados de los coe

ficientes de correlación obtenidos al comparar de a dos las matrices de simi

litud de la Tabla 6.5. dichos valores son:

r = 0,995 para el par T/TD

r = 0,99h para el par T/SMC

r = 1 para el par TD/SMC

En la sección 6.h. se analizará la concordancia de estos resultados

con los datos electroforéticos.
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6.3.2. Cromatografíaen algunos hibridos y poliploides artificiales

entre especies de Bromus, subgénero Ceratochloa

El primer objetivo de este estudio fue analizar la posible existencia

de interacción de los genotipos de ios progenitores y el grado de adición de

los fenoles en los hibridos y alopoliploides artificiales.

E1 segundo objetivo fue obtener información general sobre las posibles

diferencias del fenotipo fenóiico a causa de la poiíploidïa.

Se consideraron un total de 30 zonas cromatográficas (compuestos I al

30, Tabla 6.3. y 6.h.) en forma similar a cuando fueron estudiadas las espe

cies progenitoras.

A. Cromatografía del hibrido hexaploíde B. catharticus x B. brevís en

las generaciones F], F2 y F3

En la Figura 6.8. se esquematízan los cromatogramas correspondientes

a las generaciones F], F2 y F3 de dicho hibrido.

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

vaciones:

FI:

N° 2 = C2). En la Figura-6.8. se esquematiza su cromatograma, que es hibrido

Se estudió ei ünico individuo hibrido obtenido (Cruzamíento

pues presenta compuestos aportados por cada uno de los progenitores, aunque

se ve ia ausencia de ios compuestos 1, 6 y 7 propios de E: catharticus y los

compuestos ii, 12, ¡h y 22 propios de E: brevis. Se observó un nuevo compueí

to denominado a.

F2: En los cuatro individuos estudiados de esta generación (lh8/l, 2,



Fíg. 6.8.

180

Cromatogramasde hïbrídos hexaploides É.cathartícus x

EM en generaciones F1 , F2 y F3.
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3, h) se encontró ei mismo cromatograma, el que se muestra en la Figura 6.8.

Al igual que en la Fl presenta un cromatograma hibrido, pero se observó ia

ausencia de los compuestos i y 6 propios de E: catharticus y los compuestos

li, ¡2 y 22 propios de g¿ brevis. Se observó el nuevo compuesto í.

F3: Se estudiaron dos individuos (853/! y 2) ios que presentaran el

mismo cromatograma (Figura 6.8.). Dicho cromatograma es hibrido en el cual

se observó la ausencia de los compuestos l, h, S y 6 propios de E: catharti

sus y los compuestos I], ¡2, 17 y 22 propios de E: brevis. La zona cromato

gráfíca correspondiente al “compuesto9” presenta una forma distinta, tiene
0

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

das de este material. Se observó ia presencia del nuevo compuesto a.

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

nes, se observó en general:

a) Los nueve compuestos (¡8, 19, 20, 21, 23, 25, 27, 28 y 30) que es

tán ausentes en las dos especies progenitoras, están ausentes también en los

híbridos.

b) Los cinco compuestos (3, 8, 17, 2h y 26) que tienen en común los

progenitores, también están presentes en los híbridos en general; el compueí

to ¡7 está ausente en la F .
3

c) En todos los hibridos aparece un compuesto nuevo, de posible natu

raieza híbrida, ei cual hemosdenominadoa_y sus caracteristicas cromatográ

ficas se dan en la Tabla 6.3.

‘d) Los compuestos l, 6, il, 12 y 22 están ausentes en todas las genera

ciones.
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e) Los compuestos 7 y 1h no se detectaron en la FI y reaparecieron

en las plantas F2 que fueron estudiadas y/o en la F3.

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

las generaciones Cl y C2

Los cromatogramas correspondientes a individuos de las generaciones

Cl y C2 de dicho alopoliploíde, se esquematizan en la Figura 6.9.

CI: Se estudiaron dos individuos (lhh/l y 2) los que presentaron las

mismas caracteristicas cromatográfícas (Figura 6.9.). El cromatogramaes ¡den

tico al del hibrido FI (132; Figura 6.9.), por lo cual valen las mismas con

sideraciones hechas sobre él.

C2: Se estudiaron dos individuos (th y lh6), los que mostraron dife

rencias particulares en sus cromatogramas (Figura 6.9.).

Individuo th: Están ausentes los compuestos l y 6 propios de E¿ Ea:

tharticus y los compuestos ll, 12 y 22 propios de B. brevís.

Individuo lh6: están ausantes los compuestos l, h, S y 6 propios de

É: catharticus y los compuestos ll, ¡2, lh y 22 propios de E: brevís.

En estos cromatogramas se observan las mismascaracteristicas genera

les que en los de las.F , F y F .
l 2 3

a) Están ausentes los nueve compuestos que están ausentes en los pro

genitores.

b) Están presentes los cinco compuestos comunes a ambos progenitores;

el compuesto l7 no aparece en los individuos C2.

c) Aparecen en todos el nuevo compuesto a.
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Fíg. 6.9. Cromatogramasdel aïododecaploíde É¿cathartícus-E.brevís

en las generaciones C1 y C2.
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d) Los compuestos I, 6, il, 12 y 22 están ausentes en las dos genera

ciones.

e) El compuesto 7 está ausente en Cl y reaparece en C2, mientras que

el compuesto lb no reaparece en C2.

C. Cromatografía dei hibrido F‘ hexaploide B. bonaríensis x B. cathar

tícus (C9)

Se estudió el üníco individuo obtenido y su cromatograma se represen

ta en la Figura 6.10. Se observa que:

a) Están ausentes los once compuestos ausentes en ambos progenitores

(Tabla 6.h.).

b) De los cinco compuestos que están presentes en ambos progenitores,

están presentes cuatro (3. 8, 2h y 26) y está ausente uno de ellos (1).

c) No aparecieron compuestos nuevos.

d) Están ausentes los compuestos Ii y 22 propios de E. bonaríensis y

el compuesto6 propio de É¿ catharticus; pero están presentes los restantes

compuestos propios de cada uno de los progenitores.

Dado que todos los híbridos F], F2 y Cl estudiados poseen reproducción

predominantemente cleístogámica, se supone que la F F2, 3 y C2 se han origina

do por autofecundación.
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Fig. 6.10. Cromatogramadel híbrido F1 hexaploide Ebonaríensís x

Ecathart ícus (C9).
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6.3.3. Cromatografía en B. uruguayensís y B. brachyanthera (subgénero

Festucoídes) y las relaciones fenéticas entre estas dos espe

cies y con las especies del subgénero Ceratochioa

A. Caracteristicas cromatográficas

Fueron consideradas un total de cuarenta y dos zonas cromatográfícas

(compuestos) al estudiar estas dos especies (Tabla 6.3. y 6.h.). Veintitrés

de dichos compuestos están ausentes en ambas especies (l, h, 5, 7, 9, IO,

il, 12, 13, lh, IS, l6, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 27, 28 y 30) y son

los que están compartidos por las cuatro especies dei subgénero Ceratochloa.

Se ha cdnsiderado, por lo tanto, un total de diecinueve compuestos que estas

dos especies comparten. En la Figura 6.1]. se esquematizan los cromatogramas

característicos de estas dos especies.

Ex uruguayensís: Se estudiaron tres individuos (638/1-3). Ei cromato

grama característico está formado por 1h compuestos (Figura 6.11.). Los com

puestos 3| y 36 son propios,.mientras los compuestos 37, 38, 39, ho y hi son

comunes con E. 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.

EL brachyanthera: Se estudiaron cuatro individuos (620/l-h). Su crema

tograma característico estaba formado por ¡7 compuestos (Figura 6.11.). Los

compuestos 32, 33, 3h, 35 y #2 son propios.
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Fíg. 6.11. Cromatogramascaracterísticos de E¿uruguayensís y E¿bra

chyanthera. Se muestran rayados los compuestos que son

propios de cada una de estas dos especies el realizar

su comparación.
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B. Relaciones fenéticas

Considerando los #2 caracteres cromatográficos y las seis especies de

Bromus (MBD,Tabla 6.h.), se aplicó el coeficiente de asociación SMC(“Simple

Matching Coefficient”). Coneste coeficiente se obtuvo la matriz de simili

tud (OTUx OTU)de la Tabla 6.6. En base a esta matriz y con la aplicación

del método de agrupamíento EEEEA, 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, E¡ bonariensis,

E. brevis y É: parodíi) es muysemejante a la obtenida al considerar a estas

cuatro especies (OTU's) y 30 caracteres cromatográfícos (Figura 6.7.). En re

lación a E¡ uruguayensís y E: brachyanthera, forman un grupo fenético inde

pendiente (Fígura 6.12.).

Este fenograma (Figura 6.]2.) 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) É: uruguayensís y É¿ brachyanthera aunque están muy relacionadas,

muestran menor similitud cromatográfica que el par B. bonariensis - E: brevis.
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Tabla 6.6. Matriz de similitud (OTUx 0TU),con5iderando #2 caracteres

cromatográfícos. Coeficiente: SMC= “Simple Matchíng Coeffícienflï

1.B.cath. 2.B.bona. 3.B.brev. h.B.paro. 5.B.urug. 6.B.brach.

1. B.cath. i 1

2. B.bona. 0.667 1

3. B.brev. 0.619 0.857 1

4. B.Earo. 0.6h3 0.595 0.500 1

5. B.urug. 0.6%3 0.5¿8 0.500 0.571 1

6. B.brach. 0.571 0.h76 0.h29 0.500 0.833 1
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SHC/UPGMA

0.h60 0.510 0.560 0.610 0.660 0.710 0.760 0.810 0.860
' ' AL ' ' J I ' ' OTU's Nível

r = 0.890 B.cath. 0.6h3

r——-B.bona. 0.857
¡— B.brev. 0.579

B.Earo. 0.530

B.urug. 0.833

Fig. 6.12. Fenogramaobtenido en base a #2 caracteres cromatográfícos.

Método de agrupamíento = UPGMA.r = coeficiente de correla

ción cofenétíca.
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6.3.h. Estimación del grado de adición de los flavonoídes de los

progenitores en los hïbridos y alopoliploides artificiales

estudiados

Se considera que la adición máximapotencial estaria dada por la suma

de los compuestos de los progenitores, incluyendo aquellos presentes en am

bos. Una estimación de la adición real es el número de compuestos presentes

en los híbridos y poliploides expresado comoporcentaje de la adición máxima

potencial en cada caso.

En la Tabla 6.7. se presentan los resultados obtenidos. La media de

adición real incluyendo todos los híbridos fue de 69,03%. El menor'fue de

60%en la F3 y en uno de los individuos C del hibrido E: catharticus x E:2

brevis y el mayor 73,95%en el hibrido E: bonariensis x É: catharticus.
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Tabla 6.7. Presencia y ausencia de los flavonoídes propios de los progeni

tores en hïbrídos y políploídes. Estimación de la adición.

Compuestos
Híbridos Y Zn parentales Porczztaje

AIOPOIÍPIOÏdeS Presentes Ausentes adicíág real

B.cathartícus x B.brevís

Fl ( 132 ) #2 1h 7 66.70

F2 ( 1h8 ) #2 16 S 76.19

F3 ( 853 ) 42 12 8 60.00

C1 ( lhh ) 8h 1h 7 66.70

C2 ( 145 ) 84 15 5 75.00

C2 ( 1h6 ) 8h 12 8 60.00

B.bonaríensís x B.cathartícus

F 1 ( 730 ) uz 15 h 78.95

Media 1h 6.28 69.03
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6.h. RELACIONES ENTRE LAS CUATRO ESPECIES DEL SUBGENERO CERATOCHLOA

EN BASE A CARACTERES ELECTROFORETICOS Y CROMATOGRAFICOS CONSl

DERADOS EN CONJUNTO

Al comparar las relaciones establecidas por medio de proteinas semina

les (electroforesis, Figura 6.2.) y flavonoides (cromatografía, Figura 6.7.),

se observa que los grupos fenéticos formados son muysemejantes, existiendo

por lo tanto, una alta congruencia taxonómíca. Comparando los fenogramas

(TD/UPGMA)obtenidos para caracteres electroforéticos (Figura 6.2.) y croma

tográficos (Figura 6.7.) puede verse que el primer grupo (É: bonariensis 

E: brevís) se forma en los dos fenogramas en el mismo nivel (O,AH7), difí

ríendo en el nivel en que se une a este grupo E. catharticus (0,h97 para ca

racteres electroforéticos y 0,707 para cromatográficos). Cuandose comparan

los fenogramas (Figuras 6.2. y 6.7.) obtenid05por el método SMC/UPGMA,se og

serva el mismo grado de semejanza.

La comparación precedente, además de mostrar la alta congruencia taxg

nómica, nos muestra que É: catharticus díverge con respecto al grupo É: 2923:

riensis - É: brevis, más para caracteres cromatográficos que para caracteres

electroforétícos. Esta última diferencia seria la responsable de que se hayan

obtenido valores no muyaltos para los coeficientes de correlación al compa

rar las matrices de similitud (Tabla 6.2. y 6.5.).

r = 0.776 para el par de matrices TD

r = 0,765 para el par de matrices SMC

En vista de la alta congruencia entre caracteres electroforéticos y

cromatográficos, se trató de obtener una ünica estructura taxonómícaa partir

de caracteres bioquímicos (electroforesis + cromatografía).Para tal fin se
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trabajó con 30 caracteres cromatográficos 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.lh., 6.l5. y

6.l6. se muestran los fenogramas que se obtuvieron aplicando los distintos

métodos de agrupamíento.

Al analizar comparativamente los doce fenogramas obtenidos al proce

sar los 50 caracteres bioquímicos, se puede ver que se ha generado una única

relación fenética. Una vez más se ve la alta congruencia obtenida aplicando

distintos métodos de agrupamíento. En la ünica relación fenética obtenida,

se forma un primer grupo de gran similitud É: bonariensis - É: brevis, luego

se une a E: catharticus y queda É: parodii como la especie menos semejante.
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Tabla 6,8, Matrices de similitud (OTUx OTU), considerando 50 caracteres (30

TD

SMC

cromatográficos y 20 electroforéticos). Coeficiéntes usados :
T = Manhattan; TD = Distancia Taxonómica; SMC= "Simple Matching
Coefficient“.

1. B.cath. 2‘ B.bOna. _3. B.brev¡ h, B.parg¿

. B.cath. 0.0

. B.bona. 0.600 0‘0

. B.brev. 0.663 0.hh7 0,0

. B.paro. 0.678 0.678 0,787 0.0

1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. h. B.paro.

. B.cath. 0.0

. B.bona. 0.360 0.0

. B.brev. 0.hh0 0.200 0.0

. B.paro. 0.ü60 0.h60 0.620 0.0

1. B.cath. 2. B.bona. 3. B.brev. h. B.paro.

. B.cath. 1.0

. B.bona. 0.6h0 1.0

. B.brev. 0.560 0.800 1.0

. B.paro. 0.5ho 0.5ho 0.380 1.o
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Fígs. 6.13 a 16. Fenogramas obtenidos en base a 50 caracteres (30 cro

matográfícos y 20 electroforétícos). Coeficientes usados:

ídem Fíg. 6.9. Se usaron los siguientes métodos de agru

pamíento:

Fíg. 6.13 = yfigflfi ;

Fíg. 6.1“ = EEEEA ;

Fíg. 6.15 = “Single línkage” ;

Fíg. 6.16 = “Complete linkage“ .
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7. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

El estudio de caracteres exomorfológicos ha permitido establecer que

las cuatro especies de Bromus (É. catharticus, E¡ brevis, E¿ parodii y E.

bonariensís) se encuentran bien diferenciadas. Sin embargo, los métodos de

taxonomía numérica sugieren que existiría un par de especies, E: brevís

E. parodíí, que muestran mayor similitud y que E: bonariensis y E¿ catharti

gug son las especies más diferenciadas (Figuras 3.3. y 3.h.).

Los resultados del método de análisis de los componentes principales

permiten, además, distinguir dos grupos de caracteres morfológicos: uno que

presenta gran variación ínterespecïfica, constituido por aquellos caracteres

que más contribuyen al primer componente (h7,üh% de la variación total) y

otro grupo de caracteres compuesto por los que presentan las más bajas varia

ciones interespecïficas (l5,50% del total) que contribuyen al tercer compo

nente. Es interesante destacar que estos dos grupos de caracteres sugieren es

tructuras taxonómícas algo diferentes (Figura 3.3.). El primer componente (l)

muestra a B. parodii y B. brevis como las especies con mayor similitud,
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mientras que E: bonaríensís y E: cathartícus son especies disímiles con el

primer par y dívergentes entre ellas (Figura 3.3. A). Por otro lado, el ter

cer componente (lll) muestra a E, bonaríensís - E: brevís comoun par de es

pecies con muchasimilitud, a É: cathartícus comoespecie cercana a dicho

par y a E¿ parodií como la especie más distante.

Comoya fue discutido en la introducción al capitulo 3 de este traba

jo la autogamia es considerada comouna condición derivada (Stebbins, l957).

Del análisis de este carácter (Figura 3.5.) puede considerarse que É: bona:

riensis conserva la forma de reproducción primitiva (exclusivamente chasmoga

mia) y E: cathartícus serïa la más evolucionada, siendo E: brevís y É¡ pero:

gii_semejantes entre si e intermedias a las anteriores. Esta relación concueL

da con la que establecen los restantes caracteres morfológicos que más cons

tribuyen al primer componente del análisis de componentesprincipales antes

mencionado.

El perïodo de floración de estas cuatro especies no ha sido considera

do como carácter en los estudios de taxonomía numérica porque los limites de

los mismos fueron determinados en el jardin experimental. Sin embargo, estos

estudios indicaron que E: cathartícus es la especie con mayor aislamiento tem

poral. Sí bien esta especie es la que posee el periodo de floración más largo

y además superpuesto con e“ de las otras tres especies estudiadas, su flora

ción es en casi todo el periodo cleistógama (Figura 3.5.) y si florece en fo:

ma chasmógamasólo lo hace al principio del periodo. El aislamiento temporal

que posee É¡ cathartícus se hizo principalmente evidente durante los trabajos

de hibridación artificial.

La obtención y el estudio de los cinco híbridos 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 cruzabílidad comomedida del flujo gé

nico potencial entre las especies. En la Figura 7.l. se representan dichos

parámetros. Puede observarse en ella, comodato más relevante, que 2: cathar

ticus es la especie reproductivamente más aislada y que los pares E¿bonarien

¿li -'E. brevís y É: brevís - E: parodii representan combinaciones de espe

cies entre las cuales seria posible cierto intercambio génico y por ende se

rian las más relacionadas. Dada la alta cruzabílidad de É: brevis con el

resto de las especies, podria servir comoespecie puente o pivotal en futu

ros planes. de mejoramiento de estas especies forrajeras.

Al analizar el comportamiento cromosómicode las cuatro especies estu

diadas del subgénero Ceratochloa (É: catharticus, E¿ brevís, É: bonariensis

y E. parodii) se observó completa regularidad en todos los estados meíótícos.

Las cuatro especies forman regularmente 2| bivalentes y tienen frecuencia de

bivalentes cerrados y de quiasmas muysemejantes.La frecuencia de bivalentes

cerrados varia de 20,9l a 20,99 y la de quiasmas de ül,92 a h2,02, no siendo

significativas las diferencias para estos parámetrosentre ninguna de las es

pecies (Tablas 5.2., 5.3., 5.h., 5.5. y 5.6.). En las cuatro especies prácti

camente los 2] bivalentes son cerrados (val0r medio = 20,9ü) con 2 quiasmas

(valor medio = 1,99), uno a cada lado del centrómero. Esto tiene relación

con el hecho de que estas especies tienen caríotipos muysemejantes, forma

dos por cromosomas con centrómero mediano o Submediano y todos de tamaño semi

jante (Schulz-Schaeffer, 1960; Schulz-Schaeffer y Markarian, ¡957; Schifino

y Winge, ¡983). Esto puede observarse también para E. catharticus y É: brevís

en su alopoliploide (Figura S.h. A).
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El tamaño relativamente pequeño de los cromosomas y la gran constan

cia y simetría de los cariotipos de estas especies del subgénero Ceratochloa

ya fue anteriormente señalada por Stebbins (l98l) donde, además,sugiere que

se trata de un carácter primitivo dentro del género Bromus.

Al estudiar el apareamiento cromosómicoen los cinco híbridos artifi

ciales (secciones 5.2.1. al 5.2.5.) resulta notorio el contraste entre el al

to grado de regularidad en diacinesis - metafase I y la baja viabilidad de

polen y fertilidad de estos híbridos. Aunqueen la mayoría de los híbridos

es significativa la disminución de la frecuencia de bivalentes cerrados y de

quiasmas respecto a los progenitores, las máximasdiferencias observadas

fueron de 20,9] a l8,73 para bivalentes cerrados y de hl,87 a 39,36 para quiaí

mas (E. catharticus x É: brevis, Tabla 5.2.). Por otro lado, hay muypocas

evidencias en diacinesis - metafase I de los híbridos sobre diferencias en

grandes restructuraciones cromosómicas(translocaciones recíprocas) entre

los progenitores. Sólo en E: catharticus x É: brevis y E: parodii x E: ¿af

tharticus (Tablas 5.2. y 5.h.) aparecen c0n baja frecuencia (0,02) cuadríva

lentes o trivalentes debidos muyprobablemente a heterocigosis para una trans

locación.

El análisis de la anafase I y los estados II de la meiosis de los hí

bridos mostraron en cambio, evidencias de heterocigosis estructural y de posi

bles interacciones génicas, responsables de irregularidades en la migración

de los cromosomas. Estas últimas se manifestaron en anormalidades en la for

mación del huso acromático (husos tripolares), activación de regiones neocen

troméricas, etc. Además, en anafase I y anafase Il se ha Visto, en la mayoría

de los híbridos, formación de puentes, en algunos casos con fragmento, y la

presencia de rezagados que, en su mayoría, constituirán los micronücleos
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obServados en telofase I y telofase II (Figuras 5.2., 5.6., 5.7., 5.8. y

5.9.). Es indudable que estas anormalidades meíóticas son, en gran parte,

responsables de la esterilidad de los híbridos.

Luego de comparar el comportamiento meiótico de los cinco hïbridos

estudiados se puede decir que E¿ brevis x E: bonaríensis (C29) es el que pre

senta meiosís más regular. Este hibrido es el que presenta menor frecuencia

de unívalentes en diacínesis - metafase l (Í = 0,07, Tabla 5.5.) y la dismi

nución de la frecuencia de bivalentes cerrados no es muygrande, respecto a

la de sus progenitores,aunque es significativa. En anafase I y estados II,

este hïbnído presenta bastante regmarídadpues comomáximo sólo el ¡2% de las

células analizadas presentaron alguna irregularidad. Su recíproco (g: bona;

riensis x É: brevis, C30, Tabla 5.5.) presentó igual o mayor regularidad meig

tica. Comoya se ha mencionado en esta discusión estos hïbridos conjuntamen

te con el hibrido E: parodií x E: brevis fueron los más fértiles y con más al

ta cruzabílídad entre las especies progenitores (Tabla h.3., Figura 7.l.).

Por otro lado, los híbridos que presentaron mayor irregularidad meíóti

ca fueron aquellos en los que ha participado É: catharticus comoprogenitor.

De dichos híbridos el que presenta meiosís más regular es E, bonaríensis x E:

catharticus (C9, Tabla 5.3.). Paradójicamente, éste es el ünico hïbrido que

es totalmente estéril (Figura 7.l.).

Es evidente que las irregularidades meióticas detectadas en los hïbni

dos no justifican, en la mayoria de los casos,la magnitud de la esterilidad

que poseen. Esto es especialmente cierto en los hibridOSQUeparticipa E: Ea:

thartícus. Stebbíns (19h9) y Hall (¡955) han postulado la presencia de hi

bridez estructural criptica para explicar la falta de correspondencia entre
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regularidad meiótica y fertilidad comola encontrada en estos híbridos. Exií

ten varios hechos que apoyan la existencia de híbridez estructural criptica

en los presentes hïbridos. Según Stebbins (|97l) una de las evidencias de la

híbridez estructural crïptica estaria dada por el apareamientopreferencial

en los poliploides obtenidos de hibridos altamente estériles con meiosis re

gular. En nuestro caso vemos que en el hibrido Fl E: catharticus x E: brevis

(2n = #2) se pueden formar 2| bivalentes y en su poliploide Cl (2n = 8h) se

pueden formar porapareamiento preferencial hasta 3h bivalentes + h cuadriva

lentes(Tabla 5.2.). Unasegunda posible evidencia de la existencia de hibri

dez estructural criptica en estos hïbrídos es que en la F2 de É: catharticus x

E: brevis la viabilidad de polen ha aumentado (22 a 35%, sección h.h.) en re

lación a la de la Fl (7,9%, Tabla h.3.). Este aumento de viabilidad de polen

en la F2 puede deberse a segregación en F1 y formación de homocigotas estrug

turales en la F2. Aunquees posible también que en la Fl la heterocigosis fue

se sólo génica y que la homocigosis génica en la F2 sea la responsable del

aumento de viabilidad del polen.

Ademásde señalar la existencia del mencionado apareamiento preferen

cial, el análisis del apareamiento cromosómicoen el alodndecadoide artificial

E. catharticus - É: brevis (2n = 8h), nos sugiere que las especies progenitg

ras comparten un genomio altamente homólogo. En el siguiente esquema se pre

senta la posible constitución genómicade los progenitores, la Fl y el anfi

ploide C]:
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E, catharticus E: brevis

q A A A 0. 4‘.
AA BIB] clcl (21 II) AA BIB] clcI (21 Il)

A AI Al
Fl - A BlBl CICI (2| II)

¡"\ rN zT‘. /—\ ¡Txi
C = AAAA B B B B C C C C1 11111111(7'V+28“)

La existencia de posibles diferencias en rearreglos estructurales en

tre las especies de Bromusaquï estudiadas, no impide, en los hïbridos, 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 análisis del complejo si

naptonémíco.

Jackson y Casey (l980) y Jackson (1982) postulan que uno o pocos genes

que alteren los sitios de unión de los genomios a la membrananuclear pueden

producir asínapsis en los híbridos. Estos autores sugieren que la magnitud

del apareamiento de los cromosomas meióticos en los híbridos puede no ser una

buena estimación de la homologïa de los genomios de los progenitores. En esos

casos no habrïa apareamíento preferencial, en sus políploides derivados, basa

do en afinidades estructurales. Noobstante estas observaciones, la existen

cia de hibrídez estructural criptica y apareamíento preferencial en nuestro

caso se pueden justificar con el siguiente razonamiento: supongamosque los

genomios A, B y C ocupan posiciones alejadas en la membrana nuclear, tal vez

por el efecto de un gen semejante al Ph (apareamíentohomeóloqd del trigo

(Jackson, l982). Es probable que los genomios A de las distintas especies
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ocupen lugares cercanos (ocurriendo lo mismo para los genomios B y C), lo

que permitirá la formación de bivalentes en el hibrido. Al producirse el po

liploide artificial se esperaría una alta frecuencia de cuadrivalentes, sin

embargo, en nuestro caso sólo se observa un máximode 7 IV (Tabla 5.2.). Es

por esto muy probable que por lo menos para dos genomios (B y C) exista api

reamíento preferencial. Si éste se debe a afinidades estructurales o al hs

cho de que los genomios se encuentren a una distancia “limiteïque dificulta

la formación de IV, no puede afirmarse, aunque existen,por el momento, mayo

res evidencias a favor de la primera posibilidad.

Bennett y Smith (1976) yBehnett Ét_al¿ (l982) comunicaron el conteni

do-de ADNnuclear de varias especies de Bromus. En el primero de dichos tqí

bajos (Bennett y Smith, 1219) determinaron para E: brevis Nees et Steud.

¡2,6 pg para nücleos 2C, valor que coincide con el de l2,87 pg obtenido pa

ra dicha especie en el presente trabajo (Tabla 5.7.). Comopuede verse en la

Tabla 5.7. las cuatro especies aquï estudiadas presentan variación en el con

tenido de ADN.Esta podrïa explicarse de varias maneras: duplicaciones o de

ficiencias, polínemía diferencial y diferencias en el contenido de heterocrg

matina. Con la información que poseemos, ninguna de estas hipótesis puede ser

descartada o adoptada.

Es conocida la alta correlación existente entre volumeny contenido de

ADNnuclear (Martin, 1966; Ayonoadu, l97h; Edwards y Endrizzí, 1975; Poggio

gt_al¿, l98h). La alta correlación enc0ntrada en este trabajo, estaria indi

cando que los errores debidos a diferencias en la coloración está bien compen

sada por el uso del testigo, porque la medición del volumen es independiente

de la coloración.
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Es interesante que E: catharticus, que es la especie que posee menor .

contenido de ADN,y E: bonaríensís que es la que posee mayor contenido de

ADN,produjeron el hibrido (E3 bonaríensís x E¿ catharticus)que fue el de me

nor fertilidad (0%de producción de semillas). La meiosis de este hibrido

fue muy regular, no presentando bívalentes 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 muyefectivo entre cromoso

mas homeólogos en paquitene, entre especies que diferian entre 20 y AO%en

el contenido de ADN.Estos autores han encontrado algunos bívalentes hetero

morfos, lo que indicarïa que el aumento de ADNhabria sido mayor en algunos

cromosomas del complemento. El no encontrar bívalentes heteromorfos en nueí

tro hibrido E: bonaríensís x É; catharticus estarian indicándonos que la di

ferencía del contenido de ADNestá uniformemente repartida entre todos los

cromosomas del complemento.

Las especies perennes E. parodii y E: Egpariensis poseen mayor conteni

do de ADNque las no perennes (anuales o bienales) É; brevís y E¿ catharticus.

Schifinoy Winge (¡983) en un estudio sobre especies de 55153 incluyen datos

sobre el contenido de ADNen especies de Bromus, encontrando también que las

especies perennes E. parodii y E; bonaríensís poseen mayor contenido de ADN

que É: brevís y E: catharticus. Esta correlación entre longevidad y conteni

do de ADN ya fue observada en otras especies herbáceas, en especial, en o

tras gramineas (Bennett, ¡972; Bennett y Smith, ¡976). Por otro lado, se ob

serva una correlación entre perennidad y alogamia en estas especies de Bromus

E. bonaríensís es la ünica especie que posee sólo floración chasmógama,mien

tras que las restantes alternan chasmogamiacon cleístogamía. Es interesante

ver que el porcentaje de cleístogamia aumenta con la disminución del



216

contenido de ADN.La especie con mayor porcentaje de cleístogamía es E, cif

thartícus, donde la floración chasmógamapuede no ocurrir y florecer duran

te todo el periodo en forma cleistógama (Figura 3.5.).

Correlacionado con el carácter chasmogamía-cleistogamia está la rela

ción de cantidad de polen a cantidad de óvulos. La relación P/O está determi

nada por el tamaño de las anteras, las cuales son extremadamente reducidas

en las plantas cleistógamas (Cruden, 1977).

Por lo tanto, en E: bonariensis, el mayor contenido de ADNse encuen

tra correlacionado con perennidad, chasmogamíay alta relación P/O. Estos ül

timos caracteres son considerados comoprimitivos (Ornduff, 1969; Cruden,

1977). Teniendo en cuenta la distribución restringida de E: bonariensis (en

démica de Sierra de Lihuel Calel y Sierra de La Ventana) y los caracteres meg_

cionados, puede considerársela como la especie más antigua del complejo. Es

to sugiere que la disminución del contenido de ADNseria la tendencia evolu

tiva del grupo estudiado. Parece que esta estrategia evolutiva no seria gene

ral pues Ayonoadu (l97h) encuentra en Phaseolus que las especies estrictamen

te perennes o bianuales poseen menor contenido de ADN,asumiendo también que

las especies perennes serian más primitivas.

Se pudo caracterizar electroforética y Cromatografícamente a cada una

de las cuatro especies del subgénero Ceratochloa (Bromuscatharticus, E¿ kof

nariensis, E: brevis y E. parodií). Las relaciones fenéticas obtenidas inde

pendientemente por medio de caracteres electroforéticos y cromatográficos

son congruentes. Del estudio numérico de estas caracteristicas tomadas en con

junto se observa que se forma un primer grupo, de gran similitud,entre E: Eg

naríensis y E: brevis luego se une E¿ catharticus quedando E: parodií como la
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especie más diferenciada. Estos resultados coinciden en gran parte con los

citogenéticos y de sistemática experimental, pues el hibrido E. bonaríensis

x É: brevis es uno‘de los más fértiles (3l al #02 de granos fértiles) y exis

te una serie de caracteres morfológicos, aquellos que contribuyen al ter

cer componente del ACP, que muestran esta misma relación fenétíca entre las

especies.

Al estudiar las relaciones fenétícas cromatográficas entre Bromusuruf

guayensis y E: brachyanthera (subgénero Festucoídes)y con las especies del

subgénero Ceratochloa se observó que las especies del subgénero Ceratochloa

forman un grupo separado del de las especies del subgénero Festucoídes(f¿gu:

ra 6.12.). Además,E: uruguayensís y É: brachyanthera, aunque son similares

morfológicamente, muestran menor similitud cromatográfíca que el par E¡ bg;

nariensis - E: brevis. Este análisis indicó que E: uruguayensís y E, bra:

chyanthera se encuentran bastante diferenciadas bioquimícamente. Sumandoa

este resultado el que no se ha podido obtener el hibrido artificial entre e

llas, a pesar de los reíteradds intentos, se sugiere que las mismasdeberian

conservarse comoespecies distintas contrariamente a lo que opinan algunos

taxónomos que las tratan como subespecies o variedades.

Comoya hemos discutido anteriormente los estudios bioquïmicos (elec

troforesis y cromatografía) son frecuentemente usados comométodos para esclí

recer la naturaleza hibrida de ciertas entidades y para poder determinar sus

presuntos progenitores. La validez de estos métodos está basada en la existen

cía de adición de los compuestos estudiados en los híbridos. Es por ello muy

importante conocer el grado de adición de los mismosen hibridos artificiales

cuyos progenitores son conocidos. El estudio de estimación del grado de
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adición de las proteinas seminales y los flavonoides de los progenitores en

los hïbridos y poliploides artificiales de Bromusindicó que existen diferen

cias entre el grado de adición de proteinas seminales y flavonoides en los

mismos híbridos, siendo mayor la adición respecto a las proteinas que a los

compuestos fenólicos. Re5ultados semejantes han encontrado otros autores en

otras gramïneas como por ejemplo en Avena (Rajhathy y Thomas, 197h).

Dado que los flavonoídes son compuestos secundarios, siendo productos

finales de complejas vïas metabólicas, la menor adición y la aparición de un

compuesto nuevo en los híbridos, podria deberse a interacciones génicas (alé

lícas y no alélicas) entre los genotipos de los progenitores. En cambio, en

relación a las proteinas seminales, al ser éstas productos génicos primarios,

sólo la producción de alopolïmeros (en el caso de aquellas que no sean mono

méricas) daria origen a una nueva proteina en los híbridos. Ademásla desapí

rición de una proteina de uno de los progenitores en un hibrido se podria de

ber a interacción entre genes reguladores.

De todo lo expuesto puede concluirse que, de las cuatro especies anali

zadas, É: bonariensis posee caracteristicas primitivas tales comoperennídad

y chasmogamía. Presenta, además, una distribución geográfica y ecológica res

tringida y el mayor contenido de ADN.E; cathartícus, por otro lado,es la es

pecie aparente más evolucionada con caracteres morfológicos avanzados, presea

tando un mayor grado de cleístogamia ynmnor perennídad. Esta especie posee el

menor contenido de ADNy la distribución geográfica más amplia, llegando a te

ner tendencia invasora y constituyendo una maleza benigna con gran

adaptabilidad a suelos tanto naturales comomodificados por el hombre. Debido

a esta última caracteristica y a su alto valor forrajero se la ha introducido
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al cultivo en païses distantes comoU.S.A., Nueva Zelandia y Australia, dog

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 números de cultivo

y los números de herbarío (C.A.Naranjo). En la última columna de la lista ,

se señala en que estudio fue usado cada material, de acuerdo con las siguien

tes abrevíacíones: fl_= exomorfologïa, fi_= hibridación, E = cítogenética y fer

tilidad, A_= contenido de ADNy volumen nuclear, E¿_= cromatografía, E_= electro

foresis, AS= determinación de autocompatíbílidad.
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N°de N°de Localidad EStUdIOS
Especie en queCui- . fue. herbario

tivo usado

B.catharticus 103 AOO Prov.de Buenos Aires, E, M
Castelar

129 198 Prov. de Entre Rios, Brazo Ac, H, E,

Largo. Cr, M,

6A3 iiih Ciudad de Buenos Aires,Nuñez. H, C

908 1116 Ciudad de Buenos Aires, Nuñez. H, C

911 1118 Ciudad de Buenos Aires, Nuñez. A, M

- 572 Prov. de Entre Rïos,Guaieguaychu. A, M

- #02 Ciudad de Buenos Aires, Nuñez. Cr, M

639 iiih Ciudad de Buenos Aires, Nuñez. H
ll ll ll u Il H

Il ll ll ll Il H

ll Il ll ll ll H

E.brevis 125 176 Prov. de Buenos Aires,Cardenai H,C,E,Cr,M,Ac
Cagiíaro.

8h2 ¡211 Prov.de La Pampa, ruta 152, Km118 H,C

Gral. Acha.

118 957 Prov.de La Pampa, Anguíi Cr, M, Ac

u n Il ll H, C
ll Il ll A

' 337 Prov.de La Pampa, Gral Acha. H

__ ll il ll M

- 328 Prov.de Buenos Aires, M
Trenque Lauquen

E.parodii 104 A22 Prov.de La Pampa, Lihuei Caiei H,C,E,Cr,M
8Ai 1211 “ “ “ “ H,C,A, M,Ac

63A 977 Prov.de La Pampa, Quehué. H,M

ll II ll ll

É.bonariensis 98 599 Prov.de Buenos Aires,CuraHalai H,C,E,Cr,M,A
98 Il ll ll H,C’E

015 A80 Prov.de La Pampa, Líhuei Caiei A
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Continuación

Estudios
. N°de N°de Localidad en queEspecne

C9l- herbario fuetIvo usado

B.brachyanthera 620 1139 Prov. de Entre Rios, Concepción del AC, CF

Uruguay.

B.uruguayensis 638 lih7 Prov. Entre Rïos, Delta Inferior Ac,Cr
(Leg. A.Burkart.)

B.laevípes Estados Unidos de Norteamérica, E
California.

B.anomalus Estados Unidos de Norteamérica, E
Utah.

B.cílíatgí Estados Unidos de Norteamérica, E
Wyoming.

B.marginatus Estados Unidos de Norteamérica, E
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 cultivó.
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