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Causas y Azares

Cuando Pedro sali6 a su ventana
no sabia, mi amor, no sabia
que la luz de esa clara mafiana
era luz de su ultimo dia.

Y las causas lo fueron cercando
cotidianas, invisibles.

Y el azar se le iba enredando
poderoso, invencible.

Cuando Juan regresaba a su lecho
no sabia, oh alma querida
que en la noche lluviosa y sin techo

lo esperaba el amor de su vida.

Y las causas lo fueron cercando
cotidianas, invisibles.

Y el azar se le iba enredando

poderoso, invencible.

Cuando acabe este verso que canto
YO0 no $é, yo no sé, madre mia
si me espera la paz o el espanto;
si el ahora o si el todavia.
Pues las causas me andan cercando
cotidianas, invisibles.
Y el azar se me viene enredando
poderoso, invencible.
S.R.
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RESUMEN

Buffelgrass es una graminea forrajera que se reproduce principalmente por
apomixis. El objetivo del presente trabajo es generar variabilidad genética, mediante
cultivo in vitro, en caracteres asociados a tolerancia a sequia a partir de germoplasma
introducido de buffelgrass, con la finalidad de incorporarla en un programa de
mejoramiento genético de esta especie. El estudio se realiz6 en una coleccion activa que se
encuentra en el IFRGV, perteneciente al CIAP-INTA. Los resultados del presente trabajo
demostraron que el germoplasma apomictico presentaba diferentes niveles de ploidia. La
constitucién genética esta representada por individuos tetraploides (2n=4x=36) Yy
aneuploides (2n=43,44 y 52). Se encontrd una correlacion entre el nimero de cromosomas
y el contenido de ADN nuclear. Tres genotipos tuvieron la capacidad de generar callos
embriogénicos utilizando anteras como explanto. Las plantulas se originaron a partir de
embriones somaticos y el proceso morfogénico se indujo del tejido somatico. Se determind
que la eficiencia de induccion y regeneracion dependia del genotipo y fue afectada por la
fecha de recoleccién de macollas, los pre-tratamientos o la interaccion entre ambos
factores. Plantas regeneradas in vitro con menor y mayor contenido de ADN nuclear
fueron identificadas mediante analisis de citometria de flujo. El analisis de regresion lineal
indicé que en el primer caso estos materiales perdieron un cromosoma Yy los estudios
citologicos en uno de ellos lo confirmaron, en tanto que en dos plantas, el aumento en el
doble del contenido de ADN nuclear indicé una poliploidizacién in vitro. En seis de los
materiales regenerados, el empleo de 22 cebadores ISSRs detectaron un 12% de
polimorfismo y una divergencia del 5 al 24% con respecto al material utilizado como
control. Las plantas trasplantadas a una parcela experimental (R;) presentaron
caracteristicas morfoldgicas diferentes. Adicionalmente, la progenie de algunos de estos
materiales (S;) mostré6 un comportamiento diferencial en un ensayo de estrés hidrico. Los
cambios observados en algunas plantas regeneradas in vitro demostraron variacion
somaclonal. En uno de los genotipos, el manitol utilizado como agente osmdtico e
incorporado en el proceso de seleccién in vitro permitié obtener materiales tolerantes en

caracteres asociados al estrés hidrico.

Palabras claves. Apomixis, poliploides, embriogenesis somatica, variacion somaclonal,

seleccion in vitro.
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ABSTRACT

Buffelgrass is a forage grass that reproduces mainly by apomixis. The objetive of
this research was to increase the genetic variation, by in vitro culture, in characters
associated with drought tolerance from introduced buffelgrass germplasm, in order to
incorporate it into a breeding program for this specie. The study was conducted in an active
germplasm collection that is located in the IFRGV belonging to CIAP-INTA. The results
of the present study showed that the apomictic entries had different ploidy levels. The
genetic constitution is represented by tetraploid (2n = 4x = 36) and aneuploid individuals
(2n =43, 44 and 52). A correlation between the number of chromosomes and DNA content
was found. Three genotypes had capacity to generate embryogenic callus using anthers as
explant. Seedlings were originated from somatic embryos and the morphogenic process
was induced from somatic tissue. It was determined that the efficiency of induction and
regeneration depended on genotype and was affected by the collection date of the tillers,
pre-treatments or interaction between both factors. The flow cytometry analysis detected in
vitro regenerated plants with lower and higher nuclear DNA content. The linear regression
analysis indicated that in the first case these materials lost a chromosome and cytology
studies in one of them confirmed, while in two plants, increased at double the nuclear
DNA content indicated an in vitro polyploidization. In six of the regenerated materials, the
use of 22 primers ISSRs detected 12% of polymorphism and divergence of 5 to 24%
compared to the material used as control. Plants (R;) grown in the field showed different
morphological characteristics. Additionally, the progeny of any of these materials (S;)
showed differential behavior in an assay of water stress. The changes observed in some in
vitro regenerated plants showed somaclonal variation. In one of the entries, mannitol as an
osmotic agent incorporated in the process of in vitro selection allowed to obtain tolerant

materials with characters associated to water stress.

Keywords. Apomixis, polyploids, somatic embryogenesis, somaclonal variation, in vitro

selection.
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CAPITULO 1

CULTIVO IN VITRO DE ANTERAS COMO ESTRATEGIA PARA EL
MEJORAMIENTO GENETICO DE BUFFELGRASS (Cenchrus ciliaris L)

INTRODUCCION GENERAL

En Argentina, el mantenimiento del stock ganadero ha sido acompafiado de un
reordenamiento territorial, con el desplazamiento de la actividad desde la Region
Pampeana hacia las demas regiones del pais (Rearte, 2007). Una de las zonas en donde la
actividad ganadera ha demostrado continuo crecimiento es el noroeste argentino (NOA);
pasando de 2 millones de cabezas en el afio 2002 hasta llegar a 3,26 millones de cabezas en
el 2012 (Observatorio Ganadero, 2013). Algunos trabajos plantean que el incremento del
stock de animales en las regiones extrapampeanas esta encontrando su limite, ya que los
aumentos de carga animal no son acompafiados con la provision de forraje correspondiente
(Chiossone, 2006; Rearte, 2007; Elizalde y Riffel, 2014).

La regiéon del NOA abarca una superficie donde gran parte de ella corresponde a
areas con lluvias estacionales estivales y marcada estacion seca (Lorenzini et al., 1995).
Debido a esto, muchas de las gramineas forrajeras que se desarrollan en dichos ambientes,
sufren temporalmente de insuficiencia en la disponibilidad de agua (Pérez, 2005). En
particular, se observan deficiencias hidricas a medida que se avanza hacia el sector oeste
de la regidn, alcanzando una situacion extrema en el sudoeste, donde las precipitaciones no
Ilegan a satisfacer el 70% de las demandas de las plantas (Conti et al., 2009). Una de las
estrategias para mejorar la disponibilidad de forraje, y por ende contribuir al desarrollo de
la actividad ganadera, es a través de la utilizacion de gramineas que se adapten a las
condiciones climaticas de esta gran region. Con este fin, se introdujeron varias especies de
gramineas promisorias, entre las cuales se destaca buffelgrass [Pennisetum ciliare (L.)
Link syn. Cenchrus ciliaris L.] (Ayerza, 1981; Biderbost et al., 2008; Guevara et al., 2009;
Tessi et al., 2014).



Buffelgrass es una graminea que se encuentra distribuida naturalmente en el sur,
norte y centro de Africa, extendiéndose al continente Asiatico hasta llegar a regiones
semiaridas de India occidental (Hanselka et al., 2004). Los trabajos de coleccion del
material botanico demuestran gran diversidad morfoldgica en estas regiones, 1o que sugiere
el lugar de origen de la especie (Pengelly et al., 1992). Buffelgrass presenta buena aptitud
forrajera y puede desarrollarse y crecer en ambientes con prolongada sequia. Estas
cualidades han hecho que buffelgrass fuese introducido como forraje para ganado bovino
en muchas regiones tropicales y sub-tropicales del mundo, principalmente Australia, paises
del Norte y Sur de América (Lovelace et al., 1972; Silva et al., 1987; Minson y Hacker,
1995; Ramirez et al., 2001; Hacker y Waite 2001). En la actualidad, se encuentra
naturalizado en muchos de los paises en los cuales fue introducido y se estima que se

cultiva en mas de 50 millones de hectareas de todo el mundo (Hanselka et al., 2004).

Los trabajos de mejoramiento genético vegetal han demostrado tener alto impacto
en buffelgrass (Hussey y Burson, 2005). Por ejemplo, en Texas (EEUU) la adopcion de
materiales con mayor tolerancia a sequia han permitido desplazar el area de produccién de
la especie hacia nuevas regiones del sur de dicho estado y norte de MEéxico.
Posteriormente, materiales con mayor tolerancia a frio, permitieron ampliar la superficie de
adaptacion alrededor de 160 km al norte del area de produccion de Texas (Bashaw, 1980).
En la actualidad, diferentes ecotipos con nuevas caracteristicas agronémicas han sido
liberados como cultivares en varios de los paises donde fue introducida la especie (FAO,
2011). En Argentina, la mayoria de los cultivares que se comercializan provienen de
colecciones internacionales (Peméan, 2000), razon por la cual, nuestro grupo de trabajo del
IFRGV perteneciente al CIAP-INTA ha iniciado un programa de introduccion, evaluacién
y mejoramiento de la especie (Griffa 2002; 2010; Griffa et al., 2006; 2010; Colomba et al.,
2006; Lopez Colomba et al., 2011; 2013; Tommasino et al., 2012; Quiroga et al., 2013).
Al presente, existe un cultivar desarrollado e inscripto por nuestro grupo de trabajo y
varios materiales promisorios en etapa de evaluacion (Griffa et al., 2011; Lopez Colomba
et al., 2013; Quiroga et al., 2013).

Buffelgrass pertenece a un complejo agamico, poliploide, donde la mayoria de sus

miembros se reproducen por apomixis, mediante el mecanismo de aposporia seguido por
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pseudogamia (Fisher et al., 1954; Snyder et al., 1955; Jessup et al., 2003; Chemisquy et
al., 2010). En este tipo de reproduccion, el saco embrionario se origina directamente por
mitosis a partir de una célula somatica de la nucela (Snyder et al., 1955; Jessup et al.,
2003; Ozias-Akins, 2006). Por tal motivo, la meiosis y la fecundacion no estan
involucrados en el desarrollo del embrién y la progenie de las plantas contienen
exactamente el mismo genotipo de la planta que lo origina (Ozias-Akins, 2006; Ozias-
Akins y van Dijk, 2007; Pessino y Ortiz, 2010). Durante mucho tiempo, se clasifico a
buffelgrass como apomictico obligado, sin embargo, la aparicion de una planta fuera de
tipo condujo a nuevas investigaciones citoembrioldgicas (Bashaw, 1962). Dicho trabajo
determind que se trataba de un germoplasma sexual, posteriormente, otros estudios

reportaron apomixis facultativa en la especie (Bray, 1978; Sherwood et al., 1980).

La apomixis es un carécter utilizable en el mejoramiento de plantas, ya que puede
constituir una herramienta para la estabilizacion de genotipos superiores (Koltunow et al.,
1995; Miles, 2007). La ventaja consiste en que la variabilidad genética encontrada puede
ser fijada inmediatamente en la progenie por un namero ilimitado de generaciones (Hanna
y Bashaw, 1987). No obstante, el enfoque de seleccion de clones impone cierta restriccion
en la variabilidad dentro de los individuos de una misma poblacién apomictica y, en
algunos casos, dificulta los trabajos de mejoramiento. En particular, si no se dispone de
materiales botanicos colectados de sus lugares de origen o de un germoplasma sexual, o si
en los individuos apomicticos facultativos el grado de hibridacion se encuentra
influenciado por el ambiente (Sherwood et al., 1980). En este contexto, surge la necesidad
de buscar alternativas, con el fin de contribuir a la obtencién de individuos con
caracteristicas agrondmicas deseables y diferentes a los materiales genéticos apomicticos

introducidos.

Diferentes herramientas biotecnoldgicas y los avances en biologia molecular
brindan alternativas que contribuyen a los programas de mejoramiento vegetal. Desde los
mas diversos estudios en células cultivadas in vitro, pasando por la variacién somaclonal
(Larkin y Scowcroft, 1981), produccién de haploides y doblehaploides (Germana, 2011),
hibridacion somaética y seleccion in vitro (Jain, 2001; Yan et al., 2004), hasta la

transformacion y obtencion de plantas transgénicas (Birch, 1997), son algunos de los tantos
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ejemplos. Giri y Praveena (2015) en una revision sugieren que la implementacion de estas
herramientas permitira resolver problemas agronémicos en gramineas, tales como
produccién de forraje y tolerancia a estreses abioticos. Asimismo, un requisito basico para
utilizar muchas de estas herramientas biotecnoldgicas es contar con un sistema de

regeneracion in vitro, eficiente y reproducible (Neelakandan y Wang, 2012).

Por lo general, cuando un fragmento vegetal o explanto es colocado in vitro, en
condiciones asépticas y en un medio de cultivo adecuado, todas las células vegetales tienen
la potencialidad de dar origen a una planta completa, capacidad que se conoce como
totipotencia (Vasil, 2008). A pesar de ello, algunas especies presentan cierta dificultad para
generar plantas mediante los diferentes procedimientos del cultivo in vitro, y éstas se
consideran recalcitrantes (Bonga et al., 2010). Ademas, varios son los factores que afectan
la capacidad y eficiencia de regeneracion, entre los cuales se mencionan al genotipo
(Tomes y Smith, 1985), tipo y edad del explanto (Ruaud, 1993), reguladores de
crecimientos (Colomba et al., 2006), medio de cultivo (Samson et al., 2006), pre-
tratamientos y estado fisiologico de la planta donante (Dunwell, 1976, Takahata et al.,
1991).

En buffelgrass, la regeneracion in vitro de plantas se ha demostrado mediante la
embriogénesis somatica indirecta y organogénesis directa e indirecta (Kackar y Shekhawat
1991; Murty et al., 1992; Ross et al., 1995; Bhat et al., 2001; Colomba et al., 2006; Yadav
et al., 2009; Kumar y Bhat 2012; Kumar et al., 2015). La diferencia entre ambos radica en
que la embriogénesis somatica permite regenerar plantas mediante embriones somaéticos;
mientras que en organogeénesis, las plantas se generan a partir de la formacién de yemas o
de meristemas, como por ejemplo hojas, tallos o raices (Yadav et al., 2009; Kumar y Bhat
2012; Kumar et al., 2015). Si bien ambos procesos son importantes en el cultivo in vitro,
los cultivos embriogénicos han sido asociados a una fuente de mayor uniformidad en
general (Vasil, 2005), convirtiéndose en el sistema preferido de células blanco para la
transformacion y regeneracion de plantas en muchos de los cultivos transgénicos (Weeks et
al., 1993; Wan y Lemaux 1994).



Al igual que en otras especies, en buffelgrass se menciona que la eficiencia de
regeneracion de cultivos embriogénicos se encuentra gobernado por el genotipo y el tipo
de explanto (Colomba et al., 2006; Yadav et al., 2009) e incluso, algunos materiales
permanecen recalcitrantes (Colomba et al., 2006). En algunas especies, es posible
aumentar la eficiencia en la capacidad de regeneracién modificando o manipulando
algunos de los factores que influyen en la capacidad de obtener cultivos embriogénicos.
Por ejemplo, en maiz o arroz, la descendencia hibrida que surge de los cruzamientos entre
parentales con capacidad de regenerar con uno recalcitrante, normalmente producen mayor
cantidad de plantas (Bishnoi et al., 2000; Binott et al., 2008). Aunque, debido al tipo de
reproduccion dicha practica en buffelgrass se torna dificultosa. Otra estrategia para
aumentar la eficiencia de regeneracion consiste en cultivar diferentes tipos de explantos
(Litz y Gray, 1995).

En buffelgrass, los explantos utilizados como fuente para generar embriogénesis
somatica son inflorescencias (Kackar y Shekhawat, 1991; Murty et al., 1992), semillas
(Ross et al., 1995; Bhat et al., 2001), embriones maduros (Colomba et al., 2006) y brotes
apicales (Yadav et al., 2009; Kumar y Bhat, 2012). El empleo de un explanto u otro,
depende en gran medida de la factibilidad de utilizarlos y los objetivos del trabajo. Por
ejemplo, entre los mas empleados se mencionan semillas, embriones maduros o brotes
jévenes recién germinados, posiblemente debido a su buena respuesta en general y a su
amplia disponibilidad durante cualquier época del afio. Mientras que la utilizacién de
diferentes tejidos juveniles, tales como embriones inmaduros o inflorescencias jovenes,
posiblemente se deba a que son considerados morfoldgicamente mas sensibles y
competentes en su respuesta embriogénica. Asimismo, los explantos juveniles son a
menudo la Unica opcidn practica para obtener cultivos embriogénicos en algunas plantas
lefiosas (Litz y Gray 1995; Bonga et al., 2010).

Un tipo de explanto que puede ser utilizado como alternativa para lograr
embriogénesis somatica y posterior regeneracion de plantas son las anteras. Por lo general,
este tipo de explanto es utilizado en el mejoramiento vegetal para obtener plantas haploides
y doblehaploides (Cistué et al., 1999; Kruczkowska et al., 2002; Labbani et al., 2007;

Parra-Vega et al., 2012). No obstante, las anteras poseen células sométicas que rodean a la
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microsporas con alta capacidad de proporcionar cultivos embriogénicos (Faure et al., 1996;
Niimi et al., 2001; Han et al., 2006). Esta capacidad hace que el cultivo de anteras sea
adoptado también como un sistema de micropropagacion de plantas en muchos cultivos
frutivinicolas y ornamentales (Chen et al., 2005; Leal et al., 2006; Qi et al., 2013; Winarto
et al., 2011). Por ejemplo, en diferentes cultivares de Vitis vinifera L. se observa que las
anteras producen las mejores respuestas embriogénicas en comparacion con otros tipos de
explantos y otorgan la posibilidad de aumentar la eficiencia de regeneracion en algunos
materiales recalcitrantes (Mauro et al., 1986; Perrin et al., 2004; Lopez-Pérez et al., 2005).
En hibridos de Lilium x ‘Enchantment’ debido a la alta eficiencia de regeneracion e
induccién de callos embriogénicos, las anteras son utilizadas como explanto para obtener

bulbos libres de virus de origen somatico (Niimi et al., 2001; Han et al., 2006).

El cultivo in vitro de células o tejidos también ofrece la posibilidad de regenerar
plantas con caracteristicas morfoldgicas diferentes al material de origen. Larkin y
Scowcroft (1981), una de las revisiones mas citadas sobre el tema, denominaron a este
fendmeno como variacion somaclonal (VS). Adicionalmente, proponen el término de
somaclones a las plantas con cambios derivados de cualquier forma de cultivo celular. En
ciertas situaciones, algunos cambios son debido a variaciones epigenéticas, que suelen ser
temporales y no se manifiestan en la progenie de plantas regeneradas (Kaeppler et al.,
2000). Sin embargo, existen cambios que conducen a modificaciones permanentes en el
genoma vegetal y varios son los trabajos que comprueban la permanencia en la progenie,
tanto en plantas propagadas de forma sexual como asexual (Jain, 1997; Taylor et al., 1993;
Duncan et al., 1995; Thieme y Griess, 2005; Lopez Colomba et al., 2013). Estos ultimos
son los explorados para contribuir con el desarrollo de una nueva variedad (Jain, 2001).
Cardone et al., (2010) sugiere que la variacion somaclonal representa una fuente de
variabilidad de facil acceso, para ser utilizada en los programas de mejoramiento de

poblaciones apomicticas.

Cambios relacionados con VS se mencionan en papa, tomate y cafia de azlcar;
donde los somaclones mostraron, a diferencia del material de origen, resistencia a
patogenos causantes de enfermedades (Larkin y Scowcroft, 1983; Shahin y Spivey, 1986;
Leal et al., 1996; Thieme y Griess, 2005) o mejoras en rendimiento y en sus caracteristicas
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organolépticas (Rietveld et al., 1991; Evans, 1989; Thieme y Griess, 2005). Tamafio y
namero de flores, altura y didmetro de plantas, y otros caracteres morfoldgicos de interés
floricola fueron obtenidos en varias especies propagadas in vitro de Begonia,
Chrysanthemum y Anthurium, entre otras (Khalid et al., 1989; Jain, 1997; Winarto et al.,
2011). En numerosas gramineas se observa variaciones en el ancho o longitud de hojas y
entrenudos, o en acumulacion de materia fresca y seca (Cai et al., 1990; Maralappanavar et
al., 2000; Lu et al., 2006; Baer et al., 2007). También Miller et al., (1992) y Duncan et al.,

(1995) mencionan lineas de sorgo con comportamiento diferencial en suelos acidos.

Cambios estrictamente fisiologicos se observan en arroz, donde el mejor
comportamiento en condiciones de estrés salino estuvo relacionado con modificaciones en
la relacion Na'/K", estabilidad de membranas y acumulacion interna de Na* (Lutts et al.,
1999). Bajo las mismas condiciones de estrés, se menciona mayor acumulacion de prolina
y azUcares solubles como mecanismos principales para contrarrestar efectos nocivos en
somaclones de cafia de azUcar (Gandonou et al., 2006). Diferentes actividades enzimaticas
y no enzimaticas, relacionadas con el estrés oxidativo, se observan en algunos somaclones
de Cynodon spp. con tolerancia a estrés hidrico (Lu et al., 2007; 2009). Similar a lo
observado en buffelgrass, donde ademas, los somaclones demostraron mejor
comportamiento a estrés salino (Lopez Colomba et al., 2013). Algunos de los tantos
trabajos mencionados ilustran la amplia variabilidad observada y el potencial de uso que

otorga la VS.

Por lo general, factores relacionados al entorno que se genera alrededor del cultivo
in vitro se encuentran asociados a los mecanismos por los cuales ocurre VS. Diferentes
trabajos sugieren que la frecuencia de variacion depende de la especie o incluso del
genotipo dentro de una misma especie (Rietveld et al., 1993; Tremblay et al., 1999). En
frutilla y arroz, variaciones morfologicas, fisiologicas y alteraciones cromosomicas
también estuvieron relacionadas con la edad del cultivo (Mdller et al., 1990; Nehra et al.,
1992). Plantas regeneradas a partir de explantos de hipocotilo exhiben mayor frecuencia de
somaclones poliploides en comparacion con plantas regeneradas de hojas y cotiledones
(van den Bulk et al., 1990). Estos autores, entre otros, sugieren que el origen del explanto

predispone a la capacidad de obtener mayor o menor VS (Breiman y Rotem-Abarbanell,
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1990). También deben incluirse como agentes de variacion reguladores de crecimiento,
constituyentes esenciales de un medio de cultivo (Clarindo et al., 2008; Barow y Jovtchev,
2007). Larkin y Scowcroft (1981) sugieren que lo deseable es tratar de entender los
diferentes procesos y factores involucrados en la VS, de manera tal que pueda ser utilizada

cuando sea requerida o suprimida cuando el objetivo de la misma es la micropropagacion.

Como se menciona en los parrafos anteriores, se observa una amplia gama de
cambios o modificaciones en las plantas regeneradas in vitro, muchos de los cuales se
encuentran asociados con alteraciones en el ADN nuclear. Entre ellos se mencionan
somaclones aneuploides o poliploides, donde en el primero de los casos las plantas sufren
ganancias o pérdidas de cromosomas; mientras que en los poliploides, las ganancias suelen
ser de uno, dos o varios juegos completos de cromosomas (Leal et al., 2006; Clarindo et
al., 2008; Jin et al., 2008; Prado et al., 2010; Currais et al., 2013). Cambios estructurales,
tales como translocaciones, deleciones, duplicaciones o inversiones, se suscitan en
regiones especificas del cromosoma (Lapitan et al., 1984; Creissen y Karp 1985; Kaeppler
et al., 1998). También se mencionan mutaciones puntuales, donde el simple hecho del
cambio en una base es suficiente para alterar la sintesis proteica de la planta (Dennis et al.,
1987). La activacion de elementos genéticos transponibles es otro de los fendmenos que se
relaciona con VS (Lee y Phillips, 1988). Algunos de los cambios mencionados son tan
bruscos que actian como deletéreos en las plantas regeneradas in vitro (Creissen y Karp,
1985). No obstante, se ha sugerido que modificaciones de genes o pérdida de cromosomas
se toleran mas facilmente en especies poliploides que en los diploides (Breiman y Rotem-
Abarbanell, 1990). Karp (1986) sugiere que las especies poliploides, en comparacion a sus
congéneres diploides, al presentar dos 0 mas juegos completos de cromosomas pueden

soportar mejor la pérdida completa o parte de un cromosoma.

De lo antes expuesto, puede considerarse que el nivel de variacion en los
somaclones se manifiesta a distintos niveles (fenotipo, cromosomas, ADN nuclear, entre
otros). Esto hace prever que para poder analizar la ocurrencia de VS vy tratar de comprender
algunas de sus causas, es necesario tener en cuenta todos estos factores. En este contexto,

se plantea realizar estudios para identificar la VS mediante la implementacion de diferentes



marcadores, categorizados como morfoldgicos, fisioldgicos y moleculares o de analisis de
ADN nuclear (Bairu et al., 2011).

Otra alternativa que ofrece el cultivo de células o tejidos es la posibilidad de
realizar una seleccién in vitro. La técnica utiliza el proceso de regeneracion, donde se le
incorpora al medio de cultivo compuestos que actian como agentes selectivos, generando
presion de seleccion (Tantau et al., 2004; Gandonou et al., 2006; Lu et al., 2007). El
agente debe adecuarse y dirigirse a una caracteristica especifica y deseada por el mejorador
(Lu et al., 2009; Lopez Colomba et al., 2011). Por ejemplo, si el objetivo es seleccionar
materiales tolerantes al estrés hidrico, se pueden utilizar diferentes compuestos que
disminuyen el potencial osmotico del medio (Gulati y Jaiwal, 1993; Gangopadhyay et al.,
1997; Hemon y Sudarsono, 2010). Muchos de estos trabajos de seleccion se basan en VS
(Jain, 2001), es decir, durante el proceso de regeneracion in vitro pueden ocurrir cambios
genéticamente estables en las plantas, los materiales que toleran y sobreviven el proceso de
seleccién son analizados para determinar si expresan el caracter deseado en condiciones ex
vitro (Remotti, 1998). EIl sistema tiene la ventaja de eliminar aquellos materiales que
sufren cambios que actian como deletéreos en las plantas regeneradas, ademas de permitir
analizar una amplia poblacion de células totipotentes en menor espacio y tiempo (Evans,
1989).



HIPOTESIS

.- El empleo de técnicas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro de anteras
promueve la expresion de variabilidad genética seleccionable en caracteres asociados con
tolerancia a estrés hidrico a partir de germoplasma introducido de buffelgrass.
OBJETIVO GENERAL

.- Generar variabilidad genética, mediante cultivo in vitro, en caracteres asociados a
tolerancia a sequia a partir de germoplasma introducido de buffelgrass, con la finalidad de
incorporarla en un programa de mejoramiento genético de esta especie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

.- Determinar el contenido de ADN nuclear y nivel de ploidia en genotipos

apomicticos de buffelgrass.

.- Desarrollar un protocolo para la regeneracion in vitro de plantas de buffelgrass y

determinar el proceso morfogénetico utilizando anteras como explanto.

.- Evaluar la estabilidad genética en plantas regeneradas in vitro a diferentes

niveles: nuclear (contenido de ADN), citogenético, molecular y fenotipico.

.- Desarrollar un protocolo con manitol para la seleccion in vitro y evaluacion de las

progenies de plantas regeneradas en condiciones de estrés hidrico.
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CAPITULO 2

CONTENIDO DE ADN NUCLEAR Y NIVEL DE PLOIDIA EN GENOTIPOS
APOMICTICOS DE BUFFELGRASS

INTRODUCCION

Buffelgrass [Pennisetum ciliare (L.) Link syn. Cenchrus ciliarisL.] es una
graminea distribuida naturalmente en areas subtropicales y semiéridas de Africa e India
(Hanselka et al., 2004). Debido a su tolerancia a sequia, combinada con su aptitud
forrajera, ha sido introducida en programas de mejoramiento genético en muchas regiones
subtropicales del mundo, incluida Argentina. La especie se reproduce principalmente por
apomixis (Fisher et al., 1954; Snyder et al., 1955), razon por la cual, muchos cultivares son
fruto de la seleccion de ecotipos naturales de su lugar de origen (FAO, 2011). Sin embargo,
el hallazgo de una fuente de sexualidad (Bashaw, 1962) y la utilizacion de herramientas
biotecnoldgicas (Lopez Colomba et al., 2011; 2013), han permitido articular diferentes

estrategias en los programas de mejoramiento.

En nuestro pais, una coleccién activa a campo de buffelgrass se encuentra en el
Instituto de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales (IFRGV), Centro de
Investigaciones Agropecuarias (CIAP), perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA). Esta coleccion cuenta con cuatro genotipos provenientes de
Australia, once provenientes de colecciones nacionales y una de origen desconocido (Tabla
2.1). Al presente, estos recursos genéticos de buffelgrass han sido base para el desarrollo
de nuevos materiales con mayor tolerancia a estrés hidrico, salino y/o con mejor
productividad de materia seca (Griffa et al., 2006; 2011; Lépez Colomba et al., 2011,
2013; Quiroga et al., 2013). Ademas, la elaboracidn e implementacion de un conjunto de
descriptores morfologicos, bioquimicos y moleculares han permitido demostrar diferencias
entre los materiales de la coleccion, principalmente en caracteres agronémicos de interés
(Griffa, 2002; 2010; Tommasino et al., 2012; Lépez Colomba et al., 2013).
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Tabla 2.1. Genotipos apomicticos de buffelgrass que constituyen la coleccion activa a
campo sita en el Instituto de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales (IFRGV).

N° de Registro Procedencia Ao Registro en origen
NR 49 Australia 1989 -
NR 50 Australia 1989 -
NR 51 Australia 1989 -
NR 52 Australia 1989 -
NR 62 INTA - Chamical, La Rioja, Argentina - 11
NR 63 INTA - Chamical, La Rioja, Argentina - 6
NR 64 INTA - Chamical, La Rioja, Argentina - 16
NR 66 INTA - Chamical, La Rioja, Argentina - 5
NR 136 INTA - Deén Funes, Cérdoba, - 33
NR 145 INTA - Deén Funes, Cérdoba, - 35
NR 148 INTA - Deén Funes, Cérdoba, - 70
NR 153 - - -
NR 157 INTA - Deén Funes, Cordoba, - 31
NR 67 INTA - Deén Funes, Cordoba, - -
NR 147 INTA - Leales, Tucuman, Argentina 2010 -
NR 158 INTA - Cérdoba, Argentina 2010 -

N° de registro: Actual nimero de identificacion del germoplasma en la coleccion activa del IFRGV. Registro

en origen: NUmero de registro con el cual ingresaron a la coleccion activa del IFRGV. (-) Sin datos

Buffelgrass pertenece a un complejo agamico, poliploide, con el nimero basico de
cromosomas X = 9, mencionandose en la especie citotipos tetraploides (2n = 4x = 36),
pentaploides (2n = 5x = 45), hexaploides (2n = 6x = 54) y septaploides (2n = 7x = 63)
(Fisher et al., 1954; Snyder et al., 1955; Hignight et al., 1991; Chemisquy et al., 2010;
Burson et al., 2012). Si bien la mayor cantidad de individuos se caracterizan por ser
euploides, existen individuos aneuploides con diferentes nimeros de cromosomas (2n =
32, 40, 43, 48) que no coinciden con un maltiplo exacto del namero basico (Fisher et al.,
1954; Snyder et al., 1955; Burson et al., 2012). La amplia diversidad genémica y
citologica existente en la especie hace prever que individuos con diferentes ploidias
podrian ser parte de la coleccién de buffelgrass. En este contexto, previo a establecer una
estrategia de mejoramiento, surge la necesidad de conocer el nivel de ploidia de los

diferentes materiales introducidos.
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En la actualidad, numerosos trabajos han demostrado la utilidad de la citometria de
flujo (CMF) en estudios taxonomicos (Lysak y Dolez¢l, 1998; Marie y Brown, 1993). La
técnica permite cuantificar el contenido de ADN nuclear de una planta (valor 2C) vy, a
partir de ello inferir el nivel de ploidia (Greilhuber et al., 2005; Dolez¢l et al., 2007). Una
de las principales ventajas de la CMF, con respecto al método tradicional del conteo de
cromosomas en metafase, es que no necesita células en division del material vegetal
(Dolezél et al., 2007). Ademas, los protocolos utilizados para el aislamiento de los nucleos
vegetales son sencillos y rapidos, lo que permite el analisis de numerosas muestras por dia
(Otto, 1990; Loureiro et al., 2006; Dolez¢l y Bartos, 2005). La interpretacion de los
resultados, en términos de ploidia, se realiza a partir del estudio del contenido de ADN
nuclear (valor 2C) obtenido del analisis conjunto de la muestra incognita con un estandar
de referencia (Galbraith et al., 2002). Cuando el nivel de ploidia es inferido s6lo mediante
CMF, los resultados deben distinguirse de los estudios carioldgicos, para lo cual se utiliza
el prefijo “ADN” antes de ploidia (Suda et al., 2006).

En buffelgrass la implementacion de la técnica de CMF ha permitido la
identificacion de seis grupos diferentes de ploidia, cuatro correspondientes a citotipos
euploides y dos a citotipos aneuploides (Burson et al., 2012; Kharrat-Souissi et al., 2012).
En el caso particular de los individuos aneuploides, Burson et al., (2012) establecieron un
rango de 3,43 a 3,78 pg de ADN nuclear para individuos con 37 y 44 cromosomas,
respectivamente. Sin embargo, andlisis llevados a cabo por Kharrat-Souissi et al. (2012),
permitieron observar que individuos pentaploides (2n = 5x = 45) presentaban similares
valores 2C (3,63 - 3,74 pg). Por lo tanto, surge la necesidad de determinar el contenido de
ADN nuclear de la coleccion activa de buffelgrass y correlacionar estos valores con el

ndmero de cromosomas de cada individuo.

Los objetivos del presente capitulo fueron: determinar el contenido de ADN nuclear

y el nivel de ploidia en genotipos apomicticos de buffelgrass.
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MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Los genotipos apomicticos provienen de una coleccion activa a campo de
buffelgrass sita en el Instituto de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales del Instituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Cordoba — Argentina (Tabla 2.1).

Anélisis de citometria de flujo

Los andlisis de CMF se realizaron a partir de hojas frescas provenientes de la
coleccién activa de buffelgrass. Las muestras se procesaron utilizando el protocolo de
Dolezel et al., (2007) con pequefias modificaciones. Segmentos de hojas de 4 - 6 cm? de
buffelgrass y del estandar de referencia [Zea mays CE-777 (2C = 5,43 pg ADN)] (Lysék y
Dolezel 1998) fueron picados en forma conjunta en 1 ml de solucion tampén Otto 1 (0,1 M
acido citrico monohidratado, 0,5% Tween 20) (Otto 1990). Luego de filtrar las muestras
por una malla de 30 um, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min y el sobrenadante fue
eliminado teniendo la precaucion de dejar 100 pl en cada tubo de 1,5 ml. Las muestras se
resuspendieron en 100 pl de solucion tampoén Otto | con agitacion suave y se incubaron en
camara fria (4°C) durante 24h. Posteriormente, se agregé 1 ml de solucion tampoén Otto 1l
(0.4 M NayHPO, .12H,0), 50 pg/ml de ioduro de propidio (IP) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), 50 pg/ml de ARNasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). El IP y la ARNasa se
utilizaron para marcar el ADN nuclear y evitar fluorescencia del ARN de doble cadena,
respectivamente. Las muestras se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente, para
luego ser corridas en un CMF BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences, San Jose, California,
USA).

Los histogramas de intensidad de fluorescencia relativa (FL) fueron evaluados con
el programa Flowing Software ver. 2.5.1. (Perttu Terho), descargado de la siguiente

pagina: http://www.flowingsoftware.com/index.php?page=31. Los nuacleos obtenidos en
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los histogramas de FL en la fase lineal fueron encerrados en una region y ambos picos
Go/G; del estandar y de la muestra, fueron evaluados.

Para cada genotipo se realizaron como minimo 6 repeticiones, obtenidas en tres
dias diferentes (dos repeticiones por individuo por dia). Esta metodologia es recomendada
(Dolezél y Bartos, 2005) y se realiza para evitar posibles diferencias en los andlisis
efectuados en diferentes dias (Loureiro et al., 2006). EI contenido de ADN nuclear relativo
de las plantas se expres6 mediante un indice de fluorescencia (ID) teniendo en cuenta al

estandar de referencia (ID = 2C pyffelgrass / 2C z. mays)-

El tamafio del genoma de cada individuo en pg (2C, revisado por Greilhuber et al.,

2005) fue estimado utilizando la siguiente formula:

posicion media del pico Gy/G; de buffelgrass
Contenido 2C de buffelgrass (pg) = x 5.43

posicion media del pico G¢/G; de Z. mays L.

donde 5,43 es el contenido de ADN nuclear en pg de Zea mays CE-777 (Lysak y
Dolezel, 1998).

Anélisis citogenético

El recuento de cromosomas mitéticos fue realizado en células aplastadas (squash)
del tejido meristematico radical, adaptando el protocolo descripto por Negritto et al.,
(2008). Las raices fueron colectadas de semillas germinadas en caja de Petri, ubicadas en
camara de germinacion. Las condiciones de cultivo fueron 27°C y 25°C de temperatura,
con un fotoperiodo de 16h luz y 8h oscuridad, respectivamente. La luz de la cAmara se
enciende a las 06:00 p.m. Con dichas condiciones en la camara de germinacion, es posible
encontrar células mitoticas colectando raices entre las 10:30 y 11:00 p.m. Para inhibir la

polimerizacion de los microtibulos del huso mitético, las raices fueron tratadas con 8-
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hidroxiquinolina (2 mM) durante 3h a temperatura ambiente y 3h a 4°C. Luego de este
periodo, se descartd el inhibidor de los microtibulos y el material vegetal fue sumergido en
fijador [1: 3 - acido acético glacial: alcohol etilico absoluto (v/v)] durante 48h como
minimo. Previo al squash, las raices fueron tratadas con una solucidén de pectinasa —
celulasa al 2% de acuerdo a Schwarzacher et al., (1980). Los &pices radicales se extrajeron
con agujas histolégicas bajo la lente de una lupa y se colocaron en un portaobjeto. El
squash fue realizado con una gota de acido acético al 60% Yy el cubre-objeto se removio
luego de congelar el preparado con aire liquido. Los preparados se secaron en estufa
durante 72h. Finalmente, el material vegetal fue tefiido con una solucién de GIESMA al
2% (Guerra y Souza, 2002) y se montd con Entellan. Los cromosomas se observaron y

fotografiaron con una lente 60 x 1.5 en un microscopio confocal (Nikon Eclipse Ti).

Analisis estadistico

Un analisis de regresion lineal simple se llevé a cabo para estudiar la relacion entre
el nimero de cromosomas con el contenido de ADN nuclear en buffelgrass. Para ello, el
ndmero de cromosomas de cada individuo se tomé como variable dependiente mientras

que el contenido de ADN nuclear (pg) como variable regresora.

El analisis se realiz6 utilizando el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2012).

RESULTADOS

Analisis de citometria de flujo

En la Fig. 2.1 se observan los histogramas de intensidad de fluorescencia relativa
(FL) de tres materiales de buffelgrass analizados en conjunto con Z. mays L. como estandar

de referencia. Los andlisis de las muestras vegetales mostraron cuatro picos, dos
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representando el contenido relativo de ADN nuclear de buffelgrass y los otros dos del
maiz. Los picos dominantes corresponden a los ndcleos en la fase Go/G; (contenido de
ADN nuclear, 2C), mientras que los picos menores corresponden a los nucleos en la fase
G, del ciclo celular (contenido de ADN nuclear, 4C). La ausencia de solapamiento de los

picos generados indica que el estandar interno fue adecuado.

Por lo general, el coeficiente de variacion (CV) de los picos generados en la fase
Go/G; fueron menores al 3%. En maiz, la media del CV fue de 2,26 + 0,42 (n = 143) y en
s6lo cuatro mediciones (2,8% del total) los coeficientes de variaciones (CVs) presentaron
valores entre 3 y 4%. En buffelgrass, teniendo en cuenta todas las mediciones de los
diferentes genotipos (n = 143), la media de los valores del CV fue de 2,72 £+ 0,58. El 76%
de las mediciones presentaron valores de CVs < 3% y el 26% mostraron CVs entre 3 y 4
%. Cuando se analizd la media en cada una de los genotipos por separado, en solo dos
genotipos las estimaciones del CV fueron del 3,04% (NR 153) y 3,13% (NR 62) (Tabla
2.2).

El valor medio estimado de ID (2C pufreigrass /2C z. mays) fue variable, con valores que
oscilaron entre 0,559 (NR 148) a 0,862 (NR 158). Con estos indices se calcul6 el contenido
de ADN nuclear (valor 2C) para cada una de los genotipos (Tabla 2.2).
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Fig. 2.1. Histogramas de intensidad de fluorescencia relativa obtenidos tras el analisis
simultaneo de nucleos aislados de hojas de buffelgrass y Zea mays CE-777 (2C = 5,43 pg
ADN) como estandar de referencia. (A) NR 64, (B) NR 136 y (C) NR 158. Los picos 1y 2
corresponden a los nucleos en la fase Go/G; de buffelgrass (1) y Zea mays (2). Picos 3y 4

corresponden a los nucleos en la fase G, de buffelgrass (3) y de Zea mays (4).
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Tabla 2.2. indice de fluorescencia (ID), contenido de ADN nuclear (valor 2C) y coeficiente
de variacién (CV) determinado por citometria de flujo en 16 genotipos apomicticos de

buffelgrass.

Genotipo n ID+D.E 2C (pg) + D.E* CV (%) = D.E°
NR 148 6 0,559 =+ 0,006 304 += 003 251 £ 058
NR 64 8 0564 + 0005 306 + 003 271 + 0,12
NR 157 8 0564 + 0005 306 + 003 297 + 0,25
NR 153 8 0564 + 0,006 307 + 003 304 + 0,37
NR 66 8 0,567 = 0,004 308 + 0,02 28 =+ 0,22
NR 63 7 0,571 + 0,006 3,10 = 0,03 288 *= 031
NR 52 8 0572 + 0,011 3,10 + 0,06 284 = 0,65
NR 62 8 0580 + 0,004 315 + 002 313 + 042
NR 67 8 0583 + 0006 316 + 003 294 + 0,32
NR 49 8 0584 + 0005 317 + 002 291 £ 0,35
NR 50 8 0,706 + 0,004 383 + 0,02 266 = 0,39
NR 136 6 0,707 + 0,004 384 + 0,02 274 = 034
NR 147 11 0,708 = 0,007 384 = 004 232 + 046
NR 51 11 0,711 + 0,004 386 =+ 002 1,72 + 0,77
NR 145 6 0,726 + 0,003 394 + 002 264 + 0,38
NR 158 6 0,862 + 0,011 468 + 006 289 + 0,53

a. El valor 2C es el promedio del nimero de veces que se analiz6 la muestra (n), expresado en picogramos
(pg). Los valores fueron obtenidos por el analisis conjunto de nlcleos aislados de buffelgrass y Zea mays CE-
777 (2C = 5.43 pg ADN) como estandar de referencia. b. Media del coeficiente de variacion y el desvio
estandar (CV = D.E) de la intensidad de fluorescencia de los nicleos en la fase Go/G; de buffelgrass. D.E =
Desviacion estandar.

Anélisis citogenético

El nimero de cromosomas determinado en los genotipos apomicticos de buffelgrass
se puede observar en las figuras 2.2 y 2.3. Todos los genotipos fueron poliploides, 10 de
ellos tetraploides (2n = 4x = 36) y seis aneuploides (2n = 43, 44 y 52 cromosomas) (Fig.
2.2 y Fig. 2.3). Estos resultados confirman que los diferentes valores 2C determinados por
CMF corresponden a individuos con distintas ploidias. Los 10 materiales que presentaron
valores 2C comprendidos en un rango entre 3,04 a 3,17 pg fueron considerados citotipos
tetraploides. Los cuatro materiales aneuploides con 43 cromosomas tuvieron valores que
oscilan entre 3,83 a 3,86 pg, mientras que los individuos aneuploides con 44 y 52

cromosomas tienen valores 2C de 3,94 y 4,68 pg, respectivamente.
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Fig. 2.2. Microfotografias de cromosomas somaticos de genotipos apomicticos de buffelgrass con 2n = 36 (A) NR 148, (B) NR 64, (C) NR
157, (D) NR 153, (E) NR 66, (F) NR 63, (G) NR 52y (H) NR 62. Barra = 5um.
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Fig. 2.3. (Continuacién) Microfotografias de cromosomas somaticos de genotipos apomicticos de buffelgrass con 2n =36 [(I) NR 67 y (J) NR
49], 2n = 43 [(K) NR 50, (L) NR 136, (LL) NR 147 y (M) NR 51] 2n = 44 [(N) NR 145] y 2n = 52 [(N) NR 158] cromosomas. Barra = 5um.
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El diagrama de dispersion indica que hay relacion positiva entre el nimero de
cromosomas observado en cada individuo y las estimaciones en el contenido de ADN
nuclear (Fig. 2.4). Ademas, el andlisis de regresion lineal reporté que hay correlacion lineal
entre el nimero de cromosomas (variable dependiente) y el contenido de ADN nuclear
(variable regresora) (P < 0,0001) con un R? = 0,9878. En base a ello y tomando la
informacion sobre los coeficientes de regresion se puede escribir la siguiente ecuacion del
modelo: y = 6,0501 + 9,6522 x.

484

434

Numero de cromosomas

¥ =6,0501 +9,6522 x
R:=0,9878

34 T T T 1
2,90 3,39 3.87 436 4385
Contenido de ADN nuclear (pg)

Fig. 2.4. Diagrama de dispersion que demuestra el andlisis de regresion lineal entre el
nimero de cromosomas Yy las estimaciones en el contenido de ADN nuclear en cada
genotipo de buffelgrass. La ecuacidn del modelo (y = a + b x) y el coeficiente de regresion

(R?) se observan en el gréfico.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que los materiales
apomicticos que se encuentran en la coleccion activa de buffelgrass presentan diferentes
niveles de ploidia. La constitucién genética de dicha coleccién perteneciente al IFRGV
esta representada por individuos tetraploides (2n = 4x = 36) y aneuploides (2n = 43, 44 y
52), siendo éstos citotipos ya mencionados en la especie (Fisher et al., 1954, Hignight et
al., 1991; Burson et al., 2012; Kharrat-Souissi et al., 2012). Los citotipos con 2n = 4x = 36
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son los més frecuentes y el nimero de cromosomas coincide con el mas comun observado
en buffelgrass (Fisher et al., 1954; Hignight et al., 1991). Estudios citolégicos y
moleculares demostraron que los citotipos con 36 cromosomas son alotretraploides
segmentales (Fisher et al., 1954, Snyder et al., 1955, Jessup et al., 2003). Los citotipos
aneuploides con 43, 44 y 52 cromosomas podrian originarse por la fertilizacion de un
genotipo sexual con polen desequilibrado o por la hibridacién de un gameto no reducido
(hibridos By, 2n + n) (Bashaw y Hignight 1990; Hignight et al., 1991; Burson et al., 2002;
Burson et al., 2012). Estos eventos, sea cual fuere su origen, podrian incrementar el nivel
de ploidia de la especie en el habitat nativo (Hignight et al., 1991; Burson et al., 2012),
mantenido por el tipo de reproduccion que se observa en buffelgrass (Hanna y Bashaw,
1987).

El rango en el contenido de ADN nuclear de los individuos tetraploides (3,04 - 3,18
pg) coincide con los valores mencionados en trabajos previos (Burson et al., 2012;
Kharrat-Souissi et al., 2012). Sin embargo, los valores 2C obtenidos en individuos con 2n
= 43, 44 y 52 cromosomas difieren de sus congéneres aneuploides de otras colecciones
internacionales. Al respecto, Burson et al., (2012) determinaron el contenido de ADN
nuclear de 568 materiales y realizaron el recuento cromosémico en 39 de ellos, observando
que los materiales con 37 a 44 cromosomas poseen valores que se encuentran en un rango
de 3,43 a 3,78 pg. En este trabajo, los valores 2C fueron superiores y oscilaron entre 3,83 a
3,94 pg en los individuos con 43 y 44 cromosomas, respectivamente. También se pudo
observar valores superiores en el individuo con 52 cromosomas (4,68 pg), a diferencia del
trabajo realizado por Burson et al., (2012), en el que sugieren que los materiales con 2n =
52 se encuentran en un rango de ADN nuclear que oscila entre 4,11 a 4,37 pg (Tabla 2.2).
Cabe sefialar que en el presente trabajo el contenido de ADN nuclear de cada individuo fue

confirmado con el analisis citologico.

Es posible que las pequefias diferencias en los valores obtenidos mediante el
empleo de la CMF se deban a las diferentes metodologias aplicadas entre los laboratorios
(Dolez¢l et al., 1998). Al respecto, cuando se determina el contenido de ADN nuclear se

realiza una estandarizacion interna con un material vegetal (estandar) de genoma conocido
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(Dolezél y Bartos, 2005). Por lo general, se recomienda que el pico generado por el
estandar se ubique tan cerca como sea posible del pico de la planta incognita (Johnston et
al., 1999). De no ser posible y para evitar eventuales errores de linealidad (Dolez¢l et al.,
2007), se debe elegir un estandar cuyo genoma no difiera mas del doble de tamafio
respecto a la muestra de estudio. Burson et al., (2012) utilizaron buffel comun (T-4464)
como estandar interno y cuantificaron el contenido de ADN nuclear mediante ioduro de
propidio (IP), determinando un contenido de ADN en buffel comun de 3,08 pg (Burson et
al., 2002). En este trabajo en cambio, se utiliz6 como estandar interno al maiz (Zea mays
CE-777) (Lysak y Dolezel 1998), cedido gentilmente por el laboratorio donde trabaja el
Dr. Jaroslav Dolezel. El contenido de ADN nuclear del maiz es de 5,43 pg, cumpliendo

con el requisito sugerido para evitar posibles errores de linealidad.

Otro parametro diferente en la metodologia aplicada con otros laboratorios es el
fluorocromo empleado para estimar el contenido de ADN nuclear. Burson et al., (2012)
utilizaron DAPI (4’°,6-diamidino-2-fenilindol) y a los valores obtenidos les incorporaron un
factor de correccion, que surge del analisis conjunto del estandar interno (buffel comdn)
con Sorghum bicolor (L.) Moench linea ATx623, ambos marcados con IP. En este caso, se
empled directamente IP como marcador de &cido nucleico. La diferencia entre ambos es
que el DAPI se une preferentemente a regiones del ADN ricas en adenina — timina
(Manzini et al., 1983), mientras que el IP es un agente intercalante en la doble cadena de
ADN, recomendado en la medicion de ADN nuclear (Dolez¢l et al., 1998).

La solucion tampdn de aislamiento de nucleos es otro de los pardmetros que podria
causar alguna divergencia entre laboratorios (Loureiro et al., 2006). Burson et al., (2012)
utilizaron una solucién de tefiido comercial provista por Partec (Munster, Germany),
mientras que en este caso, la liberacion de los nucleos se produjo con el tampon Otto (Otto,
1990). En el trabajo de Loureiro et al., (2006) el estudio se realizd con cuatro diferentes
tampones y siete especies vegetales, observando que no existia un tampén universal.
Asimismo, los parametros de calidad obtenidos con tampdn Otto como universal fueron
muy buenos. Al respecto, los nucleos tenian buena intensidad de fluorescencia y los

coeficientes de variacion (CV), uno de los parametros mas importantes, fueron bajos.
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ElI CV en los histogramas de fluorescencia es una medida de integridad nuclear y de
variacion en el tefiido de ADN nuclear (Dolez¢l y Bartos, 2005). Dicho parametro es
utilizado para evaluar la calidad de la metodologia aplicada y deberia ser presentado en
cada publicacion (Loureiro et al., 2007). Por lo general, se consideran como aceptables
histogramas con CV por debajo al 3% (Marie y Brown, 1993), mientras que en algunas
especies lefiosas, son considerados aceptables < al 5% (Galbraith et al., 2002). En los
materiales de este trabajo la mayoria de los analisis (76%) presentaron valores de CV
menores o iguales al 3%. Solo una pequefa proporcion (24%) superaron estos valores y
nunca fueron mayores al 3,8%. Ademas y para evitar posibles diferencias observadas en
los CV obtenidos en los distintos dias de picado (Loureiro et al., 2006), se realizaron como
minimo seis mediciones independientes (dos corridas por dia) como recomiendan algunos
autores (Dolez¢l y Bartos 2005). Con esta metodologia, en ningun material aneuploide la

media del CV super6 el 3% (Tabla 2.2).

Como se discute anteriormente, en este trabajo se ejecutaron varias
recomendaciones metodoldgicas que pretenden reflejar estimaciones exactas y precisas en
el contenido de ADN nuclear. En base a ello, se considera que la metodologia de trabajo
aplicada en el laboratorio del IFRGV-INTA fue adecuada. Ademas, se cree que, si las
diferencias se deben a alguna variable metodoldgica en particular (estdndar de referencia,

tampon, fluorocromo o CV), es dificil identificar a una de ellas como Unico factor.

Asimismo, los resultados obtenidos en este estudio proporcionan datos de
referencia importantes en el contenido de ADN nuclear de buffelgrass y generan una
plataforma para futuros trabajos de CMF. La implementacion de la ecuacion del modelo (y
= 6,0501 + 9,6522 x) podria ser usada con fines predictivos (estimar el valor de ADN
ploidia para un valor 2C en pg) en nuevos materiales de buffelgrass. Ademaés, aunque la
simplicidad de la técnica de CMF es atractiva, es importante realizar un estudio citoldgico
para la evaluacion completa de los resultados. Al respecto, si los valores 2C obtenidos en
nuestra coleccion se hubiesen comparado solo con los valores proporcionados por otros

laboratorios, la interpretacion de los resultados podria haber sido errénea.
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CONCLUSIONES

Se identifico la presencia de individuos con diferentes niveles de ploidia en la

coleccion activa de buffelgrass.

La constitucion genética de la coleccion activa de buffelgrass esta representada por

individuos tetraploides (2n = 4x = 36) y aneuploides (2n = 43, 44 y 52).

Se determind una relacion lineal y positiva entre el nimero de cromosomas y las

estimaciones del contenido de ADN nuclear.

Se obtuvo una ecuacién modelo que podria utilizarse para estimar el valor de ADN
ploidia en buffelgrass: “y = 6,0501 + 9,6522 x”
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CAPITULO 3

EMBRIOGENESIS SOMATICA A PARTIR DEL CULTIVO IN VITRO DE
ANTERAS DE GENOTIPOS APOMICTICOS DE BUFFELGRASS

INTRODUCCION

Buffelgrass [Pennisetum ciliare (L.) Link syn. Cenchrus ciliarisL.] es una
graminea forrajera estival, perenne, tolerante a sequia, adaptada a zonas aridas y
semiaridas del mundo (Hanselka et al., 2004). Se reproduce principalmente por apomixis y
el mecanismo es aposporia seguida por pseudogamia (Fisher et al., 1954; Snyder et al.,
1955; Jessup et al., 2003). La progenie de una planta con este tipo de reproduccion es
idéntica al progenitor femenino, lo que otorga la posibilidad de seleccionar individuos y
propagarlos como clones (Hanna y Bashaw, 1987). Sin embargo, disefiar un programa de
mejora convencional frente a una especie con este tipo de reproduccion es dificultoso. La
aparicion de técnicas biotecnoldgicas provee nuevas herramientas de gran utilidad en el
mejoramiento vegetal. Una de ellas es el cultivo in vitro de tejidos, el cual podria ser
potencialmente util como fuente de transformacion (Bhat et al., 2001) o por la promocion

de variacion somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1981).

En buffelgrass varios trabajos han demostrado el establecimiento del cultivo in
vitro utilizando diferentes tipos de explantos, tales como inflorescencias (Kackar y
Shekhawat, 1991; Murty et al., 1992), semillas (Ross et al., 1995; Bhat et al., 2001),
embriones maduros (Colomba et al., 2006) y brotes apicales (Yadav et al., 2009; Kumar y
Bhat, 2012). Por lo general, la embriogénesis somatica es el proceso morfogénico mas
frecuente (Ross et al., 1995; Bhat et al., 2001; Colomba et al., 2006; Yadav et al., 2009),
aunque recientemente se menciona la regeneracion de plantas mediante la induccién de
brotes mdultiples (Kumar y Bhat, 2012; Kumar et al., 2015). En cuanto a la respuesta
embriogénica, se observa que algunos cultivares permanecen recalcitrantes y que tanto la
induccion de callos embriogénicos como la regeneracion de plantulas dependen en gran

medida del genotipo o del explanto (Colomba et al., 2006; Yadav et al., 2009). Como los
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efectos del genotipo son ineludibles, la utilizacion de diferentes explantos a los
mencionados, podria ser una estrategia para mejorar la eficiencia de regeneracion o
permitir el establecimiento de aquellos genotipos que no mostraron respuesta al cultivo in

vitro.

Una alternativa disponible para generar embriogénesis somatica y posterior
regeneracion de plantulas es la utilizacion de anteras como explanto. Si bien, el cultivo in
vitro de anteras suele ser utilizado en la obtencion de plantas doblehaploides (Salas et al.,
2011; Parra-Vega et al., 2012), en varios cultivos ornamentales (Niimi et al., 2001; Chen et
al., 2005; Winarto et al., 2011) y frutivinicolas (Faure et al., 1996; Perrin et al., 2004;
Lopez-Pérez et al., 2005; Leal et al., 2006) ha sido empleado eficientemente para obtener
plantas de origen somatico. Habitualmente, diferentes pre-tratamientos de estrés por frio o
manitol, entre otros, son realizados a las anteras para promover la competencia
embriogénica (Cistué et al., 1999; Kruczkowska et al., 2002; Labbani et al., 2007; Parra-
Vega et al., 2012). En buffelgrass la utilizacion de anteras para la regeneracion de plantas

no registra antecedentes.

Los objetivos del presente capitulo fueron: desarrollar un protocolo para la
regeneracion in vitro de plantas en buffelgrass y determinar el proceso morfogénetico

utilizando anteras como explanto.

MATERIAL Y METODOS

Material Vegetal

Las plantas dadoras de anteras provinieron de tres genotipos apomicticos (NR 51,
NR 147 y NR 158) de la coleccion activa de buffelgrass asentada en el Instituto de
Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Cordoba — Argentina (Capitulo 2). En la busqueda de explorar la respuesta

al cultivo in vitro de anteras, se escogieron estos tres materiales ya que uno de ellos (NR
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51) presenta buenos antecedentes en su respuesta embriogénica y regeneracion de plantas
utilizando embriones somaticos como explanto (Colomba et al., 2006), ademas de ser unos
de los materiales genéticos mas difundidos en el NOA (Tessi et al., 2014). En cuanto a los
materiales NR 147 y NR 158, fueron escogidos ya que se desconoce su respuesta al cultivo

in vitro.

Cultivo de anteras

La colecta del material vegetal se realiz6 temprano por la mafiana y en tres fechas
diferentes: 28 de enero, 15 de febrero y 2 de marzo de 2010. Se utilizaron anteras con
micrésporas en estado uninucleado (Fig. 3.1a), obtenidas de macollas con espigas
embuchadas, cuando la distancia entre la ligula de la hoja bandera y la ligula de la
penultima hoja se encontraba entre 1 y 3 cm (Fig. 3.1b). En laboratorio, se descartaron las
hojas y se desinfectaron las espigas sumergiéndolas en etanol 70% (v/v) por 1 min, luego
en hipoclorito de sodio comercial al 10% (55 g/l) con 3 gotas de Tween 20 y 5 gotas de
acido clorhidrico 1IN (HCI) durante 15 min (100 ml de solucion v/v). Finalmente, se
realizaron 5 enjuagues con agua destilada bajo camara de flujo laminar. Las anteras se
diseccionaron por la base del filamento (Fig. 3.1c) y se cultivaron en medio de induccion
(M1), el cual consistié de medio basal Murashige y Skoog (MS) (1962), 3% de sacarosa
(p/v) y 6 mg/l de éacido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). El medio se ajustd a pH 5,8 y se
agreg0 agar (7 g/l) previo al autoclavado (20 min a 116°C). En cada fecha de colecta se
cultivaron 30 anteras (10 flores) por caja de Petri (35 mm) con seis repeticiones. Las 3
anteras procedentes de cada flor central (antecio fértil) se mantuvieron en grupo

considerandolo un explanto (Fig. 3.1c).

Los explantos cultivados en el mismo dia de colecta fueron considerados como
grupo control. Por otro lado y para favorecer la respuesta embriogeénica, se realizaron pre-
tratamientos: macollas colectadas el mismo dia que el grupo control se colocaron en
frascos de vidrio con los tallos sumergidos en a) agua destilada durante 5 y 7 dias (H,O5d
y H,O7d, respectivamente), b) en 0,3 M de manitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
durante 5 y 7 dias (0,3M5d y 0,3M7d, respectivamente) en oscuridad a 4°C. Finalizados

41



los pre-tratamientos, las espigas se desinfectaron y las anteras se cultivaron como se
describe anteriormente. Los cultivos se mantuvieron en oscuridad a 25°C + 2°C, se
repicaron a los 45 dias y se mantuvieron en medio de induccion (MI) durante un periodo de
90 dias.

Regeneracion de plantas

Para promover la germinacion de los embriones somaticos obtenidos, a los 90 dias
de iniciado el cultivo de anteras (ICA) los callos fueron individualmente transferidos a
tubos de vidrio con medio de regeneracion (MR) (MS + 0,5 mg/l de &cido naftalenacético
(ANA) + 1 mg/l de 6-benzilaminopurina (BAP) + 3% de sacarosa). Los mismos se
repicaron cada 60 dias y se mantuvieron sobre el mismo medio durante 10 meses. Para
favorecer el enraizamiento de las plantulas, las mismas se trasladaron individualmente a
tubos de vidrio con medio MS, 1,5% de sacarosa y 0,5 mg/l de ANA (medio de
enraizamiento). En los medios de regeneracion y de enraizamiento se ajusté el pH a 5,8, se
agrego agar (7 g/l) para obtener un medio solido y se autoclavaron durante 20 min a
116°C. Los tubos se colocaron en condiciones controladas de temperatura (25°C £ 2°C) y
fotoperiodo (16 h de luz y 8 h de oscuridad). Las plantulas enraizadas se transfirieron a
vasos plasticos (50 ml) conteniendo tierra: vermiculita (1:1) y se rusticaron en invernadero
(periodo de aclimatacidn) en un ambiente saturado de humedad. Luego se trasplantaron a

macetas plasticas de 1 kg de capacidad y se llevaron al campo, donde florecieron.

Preparaciones histologicas

La formacion de embriones somaticos en callos se corrobor6 mediante cortes
histologicos. Callos de 15 o 20 dias de ICA se fijaron en una mezcla de etanol: agua:
formol: acido acético glacial (FAA, 5: 3,5: 1: 0,5) por 48h. Posteriormente se conservaron
en etanol 70% (v/v). Las muestras se deshidrataron en una serie de diluciones de etanol
(70%, 96%, 100% v/v) y los callos fueron incluidos en parafina utilizando técnicas de
rutina (D’Ambrogio de Argiieso 1986). Los cortes (10um) obtenidos con un micrétomo
rotativo (Accu-Cut® modelo SRM 200 CW) se colorearon con Safranina - Verde Rapido
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(D’Ambrogio de Argilieso 1986) y fueron observados bajo la lente de un microscopio
confocal (Nikon Eclipse Ti).

Anadlisis estadistico.

El nimero de callos embriogénicos por caja de Petri se determiné a los 90 dias de
ICA y se calculé la proporcion en relacién al numero de explantos sembrados (10
explantos). EI nimero de plantulas se registrd durante todo el periodo de regeneracion (10

meses) Yy se expresd como numero de plantas regeneradas por caja de Petri.

Para evaluar la eficiencia de induccién y de regeneracién en funcion a la proporcién
de callos embriogénicos y de plantas regeneradas se ajustaron dos modelos estadisticos
denominados modelos lineales generalizados (MLGs), considerando a los genotipos como
variable de clasificacion. Para la variable proporciéon de callos embriogénicos (PCE) se
utilizé una distribucién binomial con funcién de enlace logit, mientras que para la variable
numero de plantulas regeneradas (NPR) se utilizd una distribucién Poisson con una
funcion de enlace log. En ambos casos se compararon las medias entre genotipos con la

prueba LSD a posteriori.

Con la finalidad de determinar cudl fue la mejor fecha de recoleccién de macollas y
el mejor tratamiento (control o pre-tratamientos) para cada genotipo se ajustaron los
mismos MLG, tanto para la PCE como para el NPR, en los cuales se incorporaron como
variables de clasificacion el tratamiento, la fecha de recoleccion de macollas y la
interaccién entre ambos factores. En ambos analisis, se evaluaron las diferencias para los
factores principales y sus interacciones de acuerdo a las comparaciones de medias por el
test DGC (Di Rienzo et al., 2002).

Todos los anélisis mencionados anteriormente se realizaron utilizando el software
estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).
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RESULTADOS

Los tres genotipos apomicticos de buffelgrass utilizados en este trabajo tuvieron la
capacidad de regenerar callos en medio MS suplementado con 2,4-D. La formacion de los
callos comenzd aproximadamente a los 7 dias de ICA y se visualizd como una expansion
de los tejidos del explanto (Fig. 3.1d). A partir de los 15 dias de ICA se comenzl a
visualizar pro-embriones y luego de los 30 dias, se diferenciaron claramente dos tipos de
callos: no embriogénicos y embriogénicos. Los callos no embriogénicos exhibieron una
apariencia friable, de color translucido blanquecino (Fig. 3.1e), mientras que los callos
embriogénicos mostraron una apariencia compacta, de color blanco, con simples o

maultiples ondulaciones (embriones somaticos) (Fig. 3.1f).

La germinacion de los callos embriogénicos se evidencid cuando los mismos fueron
colocados en el medio de regeneracion, en presencia de luz. Al comienzo, los embriones
somaticos se tornaron verdes y luego de 20 dias aparecieron los primeros brotes (Fig.
3.1g). A las cuatro semanas se observaron plantulas bien desarrolladas. Los repiques
realizados a los 60 dias estimularon la formacién de nuevas plantulas. Si bien este
comportamiento se mantuvo aproximadamente hasta los 10 meses del cultivo in vitro, la
regeneracion decayd a medida que aumentd el tiempo transcurrido en condiciones in vitro.
El nimero de plantulas regeneradas fue variable, ya que a partir de un callo embriogénico
se pudieron regenerar entre 1 y 55 plantulas (Fig. 3.1h). Cada plantula regenerada se

trasplant6 a una maceta y se rustico en invernadero (Fig. 3.1i).

La regeneracion de plantulas se produjo solo de callos embriogénicos. El estudio
histoldgico confirmé que las plantulas se originaron a partir de embriones somaticos y que
el proceso morfogenético se indujo formando embriones a partir del tejido somatico de los
estambres (Fig. 3.2a). Al respecto, los cortes histoldgicos mostraron areas con crecimiento
celular en el tejido conectivo (Fig. 3.2b), pared (Fig. 3.2c) y filamento de la antera (Fig.
3.2d). Estas areas estdn compuestas de células pequefias, compactas, isodiamétricas, con
una alta relacion de nucleo/citoplasma. Luego de 20 dias en ICA, las secciones de los

callos embriogénicos mostraron claramente embriones somaticos, constituidos por una
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organizacion bipolar (&pices radical y caulinar), primordios de hojas y el sistema vascular
(Fig. 3.2e). Por otro lado, los callos friables no formaron embriones somaticos ni

regeneraron plantulas (Fig. 3.2f).

Fig. 3.1. Formacion de callos y regeneracion de plantas a partir del cultivo in vitro de
anteras en buffelgrass. a. Corte transversal de antera con micrésporas uninucleadas (barra =
100 pum). b. Macolla con espiga embuchada. c. Anteras al momento del cultivo. d. Callos
en la etapa de induccién a los 7 dias de iniciado el cultivo de anteras (ICA). e. Callo no
embriogeénico. f. callo embriogénico a los 60 dias de ICA (barra = 1 mm). g. Primeros
brotes de un callo embriogénico. h. plantulas completas obtenidas en el medio de

regeneracion. i. Planta en invernadero luego del periodo de rusticacion.
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Fig. 3.2. Embriogénesis somatica de callos provenientes del cultivo in vitro de anteras de
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buffelgrass. a. Corte transversal de una antera al momento del cultivo donde se observan el
saco de polen (P) con micrésporas uninucleadas (flecha), tejido conectivo (CN) y las
células de la pared: epidermis (ep), endodermis (ed), laminilla media (Im) y tapete (t).
Divisiones celulares a partir del tejido conectivo (b), pared (c) y filamento de la antera (d)
luego de 15 dias de iniciado el cultivo in vitro (ICA). e. Corte de un callo embriogénico
mostrando un tipico embrién somatico a los 20 dias de ICA. f. Notese la ausencia de
celulas embriogénicas en el corte de un callo no embriogénico. Barra = 100 pm.
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Segun los resultados obtenidos del analisis de los MLGs se detectaron diferencias
altamente significativas entre los tres genotipos evaluados (P < 0,0001), tanto para la
proporcion de callos embriogénicos (PCE) como para el nimero de plantulas regeneradas
(NPR). Para ambas variables, el genotipo NR 51 fue el de mejor respuesta, seguida por NR

147, siendo el genotipo NR 158 el que present6 la menor eficiencia (Fig. 3.3ay b).
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8 0,13 g 6
& ’ Z
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0,01 - - . 0 ‘ - =.'C
NR 51 NR 147 NR 158 NR 51 NR 147 NR 158
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Fig. 3.3. a. Proporcion de callos embriogénicos (PCE) y b. numero de plantulas
regeneradas (NPR) a partir del cultivo in vitro de anteras en tres genotipos apomicticos de
buffelgrass. Los valores promedio representan tres fechas de recoleccion de macollas y
pre-tratamientos. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P <
0,05).

Los resultados obtenidos de los MLGs para las variables PCE y NPR realizados
para cada genotipo mostraron interaccion significativa (P < 0,05) entre fecha de
recoleccion de macollas*tratamiento, tanto para NR 51 como para NR 147 (Tabla 3.1). A
diferencia de esto, en el genotipo NR 158 dicha interaccidn no fue significativa para ambas
variables (P > 0,05).

En NR 51, los pre-tratamientos realizados a las macollas no mejoraron la eficiencia
de PCE. Sin embargo, éstos fueron beneficiosos para la variable NPR en la primera fecha

de recoleccion de macollas (Tabla 3.1).
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En NR 147, se observdé aumento de eficiencia en la PCE al utilizar los pre-
tratamientos de manitol en la primera fecha de recoleccion de macollas (Tabla 3.1). En
cuanto al ndmero de pléantulas regeneradas, los pre-tratamientos promovieron mayor
numero de plantulas regeneradas (NPR), tanto para la primera como para la segunda fecha

de recoleccion (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Proporcion de callos embriogenicos (PCE) y numero de plantas regeneradas

(NPR) a partir del cultivo in vitro de anteras en dos genotipos apomicticos de buffelgrass.

, NR 51 NR 147
FRM T  Dias™pcg NPR PCE NPR
Media E.E. Media E.E.  Media E.E. Media E.E.

Control 011 0,04B 463 0,76C 007 003B 129 043C

1 Agua 5 022 005B 1833 1,75A 0,13 004B 917 124B

Manitol 5 023 005B 45 087C 0718 005A 10,33 1,31B

Agua 7 02 006B 88 133B 01 004B 167 053C

Manitol 7 0,13 0,04B 1483 157A 02 O006A 86 1,31B

Control 044 006A 20,71 1,72A 021 005A 638 089B

Agua 5 025 006B 17,33 17 A 028 006A 1433 155A

2 Manitol 5 03 006A 19 1,78A 037 006A 17 1,68A

Agua 7 012 004B 483 09C 022 005A 155 161A

Manitol 7 035 006A 105 1,32B 0,18 005A 12,17 142 A

Control 036 005A 17,75 149A 017 005A 843 1,1 B

3 Agua 5 018 005B 583 099C 008 004B 033 024C

Manitol 5 02 005B 317 073C 007 0,03B 0,00 0,00C

Agua 7 013 004B 083 037D 012 004B 1,67 053C

Manitol 7 0,15 0,05B 483 09 C 003 002B 0,00 0,00C

Proporcién de callos embriogénicos (PCE) y nimero de pléantulas regeneradas (NPR), en funcién de la fecha
de recoleccion de macollas (FRM) y del pre-tratamiento (T). Control, macollas sin pre-tratamientos. Medias
con una letra comin dentro de cada columna no son significativamente diferentes (P < 0,05).

En NR 158, para PCE y NPR, existieron diferencias altamente significativas (P <
0,0001) con respecto a la fecha de corte, siendo la primera fecha la Unica en la que se
observaron respuestas favorables. En relacion a los pre-tratamientos, si bien se
diferenciaron entre ellos (P < 0,05) no lo hicieron respecto del control. En este genotipo,

teniendo en cuenta todas las fechas de recoleccion de macollas y pre-tratamientos
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realizados, se obtuvieron 14 callos embriogénicos y 14 plantas regeneradas, por tal motivo
los resultados no fueron incluidos en la Tabla 3.1.

DISCUSION

En este capitulo se puso a punto un protocolo de regeneracion de plantas, via
embriogénesis somatica, utilizando como explanto anteras con microsporas en estado
uninucleado en tres genotipos apomicticos de buffelgrass. Los embriones somaticos se
indujeron en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado con 2,4-D, tal como fue
mencionado para embriones maduros e inflorescencias (Kackar y Shekhawat, 1991;
Colomba et al., 2006; Yadav et al., 2009), sus caracteristicas en tamafio y forma fueron
similares a los observados en la especie (Yadav et al., 2009). Asimismo, estos embriones
germinaron al ser colocados en presencia de luz y en un medio con bajas concentraciones
de auxinas y citoquininas (Colomba et al., 2006). Por lo tanto, al igual que embriones
maduros, inflorescencias, semillas (Ross et al., 1995; Bhat et al., 2001) y brotes apicales
(Yadav et al., 2009; Kumar y Bhat, 2012), las anteras pueden utilizarse como un explanto

alternativo para regenerar plantas por cultivo de tejidos en buffelgrass.

De acuerdo a lo observado en los cortes histolégicos realizados, las células
somaticas de las anteras son las encargadas de generar embriones somaticos. De hecho, es
conocida la gran totipotencia que tienen estas células para inducir embriogénesis somatica
(Perrin et al., 2004; Chen et al., 2005; Rodrigues et al., 2005; Salas et al., 2011). Por
ejemplo, en los cortes histoldgicos fueron observados pro-embriones, provenientes de una
masa de células que proliferaron del tejido conectivo y del filamento, tal como fue descrito
en V. vinifera (Faure et al., 1996; Perrin et al., 2004). También se mencionan a las células
de la pared de la antera como las encargadas de iniciar el proceso morfogénico (Niimi et
al., 2001; Chen et al., 2005; Rodrigues et al., 2005; Parra-Vega et al., 2012). En los
preparados del presente trabajo, se observaron numerosas divisiones celulares en cercanias
del endotecio, lo que sugiere que ésta seria la capa de células involucrada en dicho
proceso. Por otro lado, no se observaron microsporas inducidas, lo que coincide con

estudios realizados en V. vinifera (Faure et al., 1996), donde se menciona que las
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microsporas se reabsorben o degeneran y no participan en la formacién de embriones. Por
lo tanto, estas observaciones demuestran claramente que los callos embriogénicos, y en

consecuencia las plantas regeneradas, son de origen somatico.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que, en las mismas condiciones
experimentales, los tres genotipos apomicticos de buffelgrass responden al cultivo in vitro
de anteras, pero con diferentes niveles de eficiencia, tanto para la induccion de callos
embriogénicos como para la regeneracion de plantas. Estas observaciones confirmarian el
efecto del genotipo en el cultivo in vitro de diferentes explantos de la especie, ya que las
mismas respuestas se observan cuando se utilizan embriones maduros o inflorescencias

como explanto (Colomba et al., 2006; Yadav et al., 2009).

Las mayores respuestas de induccion de callos embriogénicos se observaron en el
genotipo NR 51 (44%) y fueron similares a los reportados para buffelgrass por Ross et al.,
(1995) para semillas (30%) y por Yadav et al., (2009) para inflorescencias (33,6%). Sin
embargo, estos resultados difirieron de los mostrados por Colomba et al., (2006) quienes
obtuvieron un 83% de induccion utilizando embriones maduros, no obstante, el nimero de
plantas regeneradas fue menor respecto de lo obtenido con anteras como explanto.
Teniendo en cuenta que se trabajé con el mismo genotipo y en las mismas condiciones de
induccion (Colomba et al., 2006), las diferencias observadas probablemente se deban al
tipo de explanto utilizado. Al respecto, si consideramos la mayor totipotencia que tienen
los tejidos jovenes de inflorescencias (Benkirane et al., 2000; Vikrant y Rashid, 2002; Jha
et al., 2009) y que en buffelgrass hay correlacion positiva entre el namero de embriones
somaticos formados con el nimero de plantas regeneradas (Colomba et al. 2006); es
probable que con anteras se induzcan mas embriones somaticos por callo embriogénico.
Otra explicacion podria ser una mayor germinacion de los embriones somaticos formados,
debido a las concentraciones de auxinas incluidas en la etapa de regeneracion (Lambe et
al., 1999), ya que Colomba et al., (2006) utilizaron 0,1 mg/l de ANA versus 0,5 mg/l

empleados en el presente estudio.
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La informacion obtenida en este trabajo sugiere que los pre-tratamientos realizados
a las macollas estimulan la competencia embriogénica de células somaticas en algunas
fechas de recoleccion de macollas. El estimulo fue similar al observado en el cultivo in
vitro de anteras para la obtencién de doblehaploides en cebada (Cistué et al., 1999;
Kruczkowska et al., 2002). El uso de manitol 0,3 M durante 5 o0 7 dias a 4°C mejoré la
respuesta embriogénica en NR 147 (primera fecha de corte), tal como fue mencionado para
el cultivo de microsporas de trigo (Labbani et al., 2007). Ademas, en NR 147 (primera y
segunda fecha de corte) y NR 51 (primera fecha de corte) se observd que los pre-
tratamientos generaron mayor numero de plantulas regeneradas. De esta manera, el efecto
del pre-tratamiento estaria relacionado con la etapa de induccion, donde es posible que los
diferentes estreses aplicados a las anteras generen mayor numero de embriones somaticos

por callo embriogénico inducido (Kruczkowska et al., 2002).

Otra similitud observada con el cultivo in vitro de anteras para la obtencion de
doblehaploides es que la fecha de recoleccion de macollas afecta la respuesta de induccion
y de regeneracion. En NR 158, las primeras macollas tienen una mayor respuesta
embriogénica, mientras que en NR 51 y NR 147 (sin pre-tratamientos), las mejores
respuestas se obtienen cuando las plantas alcanzan la floracion plena (segunda y tercera
fecha de recoleccion). Este comportamiento puede estar relacionado a las condiciones
fisioldgicas de la planta donante, ya que se sabe que influyen en la respuesta embriogénica
(Dunwell, 1976, Takahata et al., 1991). Ercan et al., (2006) sugieren que se deben recoger
inflorescencias de plantas en los mejores estados de desarrollo para el cultivo in vitro de
anteras. Por lo tanto, como en Cenchrus spp. hay patrones de crecimientos diferentes
(Hanselka et al., 2004) y que la respuesta embriogénica depende del genotipo, es probable
gue NR 158 alcance el maximo potencial embriogénico en fechas mas tempranas, mientras
que NR 51 y NR 147 lo hagan en fechas mas tardias. Este comportamiento estaria
posibilitando cosechar inflorescencias en fechas diferentes durante la estacion de
crecimiento, lo que permitiria obtener el méaximo potencial embriogénico para cada

genotipo.
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CONCLUSIONES

Las anteras en estado uninucleado pueden ser utilizadas como fuente de explanto

para obtener plantas in vitro en buffelgrass.

Las plantas se originan mediante embriogénesis somatica, a partir del tejido

somatico de las anteras.
La eficiencia de induccién y de regeneracion depende del genotipo y es afectada

por la fecha de recoleccion de macollas, los pre-tratamientos o la interaccion entre ambos

factores.
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CAPITULO 4

ANALISIS DE LA VARIABILIDAD GENETICA EN PLANTAS REGENERADAS
IN VITRO DE BUFFELGRASS MEDIANTE CMF E ISSR

INTRODUCCION

El cultivo in vitro de células o tejidos es una herramienta biotecnoldgica que otorga
innumerables beneficios en cualquier especie vegetal. Un fendmeno observable en la
utilizacion de esta tecnologia es la aparicion espontanea de plantas regeneradas con
cambios genéticos respecto del material utilizado como dador de explanto. Este fenémeno,
denominado variacion somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1981), suele ser poco deseable en
algunas especies propagadas in vitro (Bhatia et al., 2009; Carra et al., 2012). Sin embargo,
en cultivares apomicticos de buffelgrass [Pennisetum ciliare (L.) Link syn. Cenchrus
ciliaris L.], los cambios pueden ser potencialmente Utiles como fuente de variabilidad

genética utilizable en programas de mejoramiento (Lépez Colomba et al., 2011; 2013).

En varias especies regeneradas in vitro se mencionan, entre otras, mutaciones
puntuales en el ADN o en el nivel de ploidia (Leroy et al., 2001; Osipova et al., 2003; Guo
et al., 2006; Clarindo et al., 2008; Currais et al., 2013). Muchos de estos cambios suelen
estar asociados a mecanismos predisponentes como el genotipo (Tremblay et al., 1999), los
reguladores de crecimiento incorporados en el medio (May y Sink, 1995; Lim y Loh, 2003,
Clarindo et al., 2008; Jin et al., 2008) o el tiempo de permanencia en condiciones in vitro
(Endemann et al., 2001). Estos cambios, asociados a la variacion somaclonal, incluyen un
amplio espectro de modificaciones en el ADN nuclear; a diferencia de los resultantes por
efectos epigenéticos donde las modificaciones heredables no son debidas a cambios en la
secuencia de bases del ADN (Griffiths et al., 1999).

La caracterizacion fenotipica es uno de los métodos méas economicos y sencillos

para detectar la variacion somaclonal (Tremblay et al., 1999; Winarto et al., 2011). No

56



obstante, los estudios relacionados con variacion somaclonal de plantas regeneradas in
vitro suelen requerir de un enfoque integrado, incluyendo varias técnicas de analisis de
ADN nuclear (Carra et al., 2012; Viehmannova et al., 2014; Bairu et al., 2011).

En las ultimas décadas, la medicion del contenido de ADN mediante citometria de
flujo (CMF) ha sido sugerida como una alternativa para evaluar variacion somaclonal en
plantas regeneradas in vitro (Leal et al., 2006; Dolezel et al., 2007). La técnica cumple un
rol importante en el analisis de plantas micro-propagadas que sufren cambios en los niveles
de ploidia (Leal et al., 2006; Prado et al., 2010), por ejemplo en Carica papaya L. permitio
detectar individuos diploides, triploides y tetraploides (Clarindo et al., 2008). En Musa
spp. la metodologia puesta a punto permitid identificar individuos aneuploides que pierden
uno o dos cromosomas (Roux et al., 2003). Pfosser et al., (1995) demostraron que la CMF
es lo suficientemente sensible para detectar cambios en el contenido de ADN nuclear que
se producen en los brazos de un cromosoma. Ademas, tiene la ventaja de poder realizar un
analisis a gran escala y en cualquier etapa en que se encuentran las plantas propagadas in
vitro (Dolezel et al., 2007).

Las secuencias inter-microsatélites “ISSRs” (Inter-Simple Sequence Repeat, por sus
siglas en inglés) son un tipo de marcadores moleculares que también permiten abordar
estudios relacionados con cambios genéticos en diferentes especies regeneradas in vitro
(Leroy et al., 2001; Thomas et al., 2006; Ray et al., 2006; Bhatia et al., 2009;
Bhattacharya et al., 2010). La técnica se basa en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y utiliza un solo “primer” o cebador complementario a los microsatélites (Reddy et
al., 2002). Una variante consiste en agregar nucleotidos en el extremo 3’ del cebador,
denominado “ancla” (Zietkiewicz et al., 1994). Cada banda que se amplifica es un locus y
corresponde a la secuencia de ADN que se encuentra entre dos microsatélites iguales e
invertidos. Esta técnica tiene la ventaja que el disefio de los cebadores no necesita
conocimiento previo de la secuencia de ADN a amplificar, lo que permite emplearla en
varias especies cuyo genoma no esta secuenciado (Gupta et al., 1994; Bornet y Branchard,
2001). Al presente, es escasa la informacion disponible sobre el uso de este tipo de

marcadores moleculares en buffelgrass, excepto por estudios realizados para determinar
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diversidad genética en poblaciones silvestres (Al-Sogeer, 2011; Gutierrrez-Ozuna et al.,
2009).

Los objetivos del presente capitulo fueron: evaluar la estabilidad genética en
plantas regeneradas in vitro a diferentes niveles: nuclear (contenido de ADN), citogenético,

molecular y fenotipico.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

El estudio se llevo a cabo en plantas regeneradas in vitro, via embriogénesis
somatica, a partir del cultivo de anteras de buffelgrass (Capitulo 3). Se seleccionaron
aproximadamente 50 plantas del genotipo NR 51 y la misma cantidad de la NR 147. Las
mismas fueron seleccionadas en la etapa posrusticacién, cuando se encontraban en macetas
plasticas de 1Kg de capacidad. Las evaluaciones fueron realizadas sobre plantas de la

generacion Ry (plantas obtenidas in vitro).

Para evaluar si el pre-tratamiento o el genotipo son factores que afectan la
estabilidad genética, en ambos materiales se tomaron 10 plantas seleccionadas al azar, del
control y de cada uno de los pre-tratamientos: H,O5d, H,O7d, 0,3M5d y 0,3M7d (Capitulo
3). A su vez, para determinar si el tiempo de permanencia in vitro es otro factor
predisponente, se registro en cada planta el tiempo que transcurrié en cada una de las

etapas: induccion, regeneracién y enraizamiento (Capitulo 3).

Citometria de flujo

El contenido de ADN nuclear de las plantas regeneradas in vitro se estimd

utilizando la metodologia desarrollada en el Capitulo 2. Para determinar la estabilidad
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genética de las plantas regeneradas se compar0 el contenido de ADN nuclear de cada una
de ellas respecto al de la planta dadora de anteras. Se realizaron entre cuatro y seis

repeticiones por planta regenerada in vitro.

El contenido de ADN nuclear relativo de las plantas se expres6 mediante un indice
de fluorescencia (ID) teniendo en cuenta al estandar de referencia (ID = 2C pusfelgrass /2C 2.
mays)- EI contenido de ADN nuclear de cada planta regenerada de buffelgrass fue calculado

con la siguiente férmula:

posicion media del pico Gy/G; de buffelgrass
Contenido 2C de buffelgrass (pg) = x 5.43

posicion media del pico G¢/G; de Z. mays L.

Secuencias inter-microsatélites (ISSRs)

Durante la puesta a punto de los marcadores moleculares ISSRs, se trabajé con seis
plantas regeneradas in vitro del material NR 51, las cuales mostraron inestabilidad genética

(cambios en el ADN ploidia) en el contenido de ADN nuclear mediante la técnica CMF.

El ADN gendémico de cada planta fue aislado de hojas congeladas (-20°C)
utilizando el kit comercial “Nucleon PhytoPure” (GE Healthcare) segun instrucciones del
fabricante. EI ADN puro fue resuspendido en un tubo eppendof con 50 ul de agua
destilada. La concentracion de ADN en cada muestra se cuantificO mediante lectura de
absorbancia (A260/280nm) en un espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 V3.5 (NanoDrop
Technologies, EE.UU.).

Se probaron 26 cebadores universales ISSRs disefiados a partir de secuencias
publicadas on line (University of British Columbia primer set 9) y de trabajos previos en
otras especies vegetales (Ray et al., 2006; Vaillancourt et al., 2008; Garayalde et al., 2011)
(Anexo: Tabla 7.1).
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La reaccion de amplificacion se realiz6 en un volumen final de 20 pl, conteniendo 2
pl de ADN (25 ng/ul), 1X de solucion tampén (Tris-HCI 6 mM pH 8,8, KCI 50 mM), 0,8
pl de MgCl; (25 mM), 4 ul de cada dNTP (1 mM), 4 ul del cebador (5 uM) y 0,2 U de
GoTaq® ADN polimerasa (Promega, USA). La amplificacion se realizé con los siguientes
pardmetros: 94°C por 3', 35 ciclos de 93°C por 30", 55°C por 1', 72°C por 1' 30", seguido
de un periodo de extensién final de 72°C por 5'. Con el fin de mejorar los patrones de
bandas de los cebadores que no amplificaron, se probaron diferentes temperaturas de
hibridacion (Garayalde et al., 2011) y en algunas reacciones se agreg6 0,5 pl (10 mg/ml)
de albdmina de suero bovino (BSA). Para aumentar la procesividad del patrén de bandas se
realizaron al menos tres reacciones por cebador. Las amplificaciones se llevaron a cabo en

un termociclador Eppendorf Mastercycler 5333.

Los productos de amplificacion se corrieron en geles de agarosa al 2% en solucién
tampén TBE 0,5 X [Tris base 45 mM, &cido bérico 45 mM y EDTA 1 mM (pH 8,3)]. Se
sembré un volumen de 12 pl de muestra por calle [10 pl del producto de amplificacion + 2
ul de buffer de siembra 5X (0,0125 g de azul de bromofenol + 0,0125 g de xileno + 1,5 ml
glicerol + 3,5 ml agua)]. Conjuntamente, se sembré un marcador de peso molecular
GeneRuler 100 pb, Plus DNA Ladder (Thermo Scientific Inc) como marcador de
referencia. La corrida se realiz6 a 100 V durante dos horas en solucion tampén TBE 0,5 X.
Los geles se tifieron con bromuro de etidio (10 mg/ml, GIBCO BRL) y la observacién de
los fragmentos se realizé bajo luz UV (312 nm). Finalmente, las imagenes de los geles se
capturaron mediante BIORAD, Molecular Imager® Gel DocTM XR System (USA).

Evaluacion fenotipica

El material NR 51 y las seis plantas regeneradas in vitro (R;) que mostraron
inestabilidad genética mediante CMF, fueron llevadas a una parcela experimental. Esta
metodologia de trabajo fue realizada para determinar si los cambios detectados con las
diferentes técnicas de andlisis de ADN nuclear generaron también variabilidad en el
fenotipo de las plantas regeneradas in vitro. Las plantas fueron trasplantadas a campo a una

distancia de un metro entre ellas. Se realizaron observaciones fenotipicas y mediciones en
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caracteres morfologicos de hoja, tallo y panoja (Tabla: 4.1) (Griffa, 2002; 2010). Las
evaluaciones fueron realizadas durante dos campafias agricolas (2013/14 y 2014/15). En
cada planta se evaluaron 5 macollas que presentaban la inflorescencia totalmente emergida

en estado inmaduro.

Tabla 4.1. Caracteres de morfologia externa en hoja, tallo y panoja analizados en plantas

regeneradas in vitro de buffelgrass.

Caracter Criterio de evaluacién Abreviatura
Longitud de ldmina de  Se midi6 desde la ligula hasta el extremo LLHB
hoja bandera (cm) distal de la lamina de la hoja bandera.
Ancho de ldminade  Se midi6 a los 2 cm a partir de la base de ALHB
hoja bandera (cm) la ligula.
Longitud de vaina Se midi6 desde la base de la lamina hasta
o LVHB
(cm) el nudo precedente inferior.
Altura final de planta Se considerd la macolla més alta de la
P planta, desde la base de la macolla hasta AFP
(cm) . .
la base de la inflorescencia.
Longitud de Se midi6 desde la base de Ila LINF
inflorescencia (cm) inflorescencia al extremo distal.
Longitud total del Se midi6 desde la base de Ia LPE
pedunculo floral (cm) inflorescencia hasta el 1* nudo.
Longitud del Se midi6 desde la base de Ila
pedinculo excerto inflorescencia hasta la base de la hoja LPEE
(cm) bandera.
Longitud inter-nodal ~ Se midi6 la longitud entre el 3* y 4° nudo
(cm) LINT
Se midi6 el diametro del tallo a los 2 cm
Ancho tallo (mm) por debajo del 3* nudo. AT
NGmero de nudos () Se contaron todos los nudos en el eje NUD
primario de la macolla.
NGmero de ramas () Se cc_mtar_on t(_)das las ramas que emergen RAM
del eje primario de la macolla.
NGmero de Se contaron todas las inflorescencias en
las ramas que emergen del eje primario de FL/RA

flores/ramas (n°)

la macolla.

Analisis estadistico

Para analizar la estabilidad genética se compar6 el contenido de ADN nuclear de

cada planta regenerada in vitro con el ADN nuclear de la planta dadora de antera mediante
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pruebas t para muestras independientes. Dado el elevado nimero de contrastes, se procedid

a ajustar el valor P mediante la correccion de Bonferroni.

Para determinar si el genotipo, el pre-tratamiento o los dias in vitro (induccién —
regeneracion — enraizamiento) tienen efecto sobre la variaciéon en la cantidad de ADN
nuclear, se ajustd un modelo mixto para la diferencia entre la cantidad de ADN nuclear de
cada planta regenerada y la planta dadora de anteras (Capitulo 3). Se consideraron como
variables de clasificacion los genotipos, los pre-tratamientos, los dias in vitro y sus
interacciones (genotipo*pre-tratamiento, genotipo*dias in vitro, pre-tratamiento*dias in
vitro y genotipo*pre-tratamiento*dias in vitro) y cada planta como efecto aleatorio. Todos

los andlisis se realizaron utilizando el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2012).

Para la codificacion de los perfiles moleculares obtenidos por ISSRs se llevo a cabo
una matriz de datos binarios por cebador y por individuo, donde “1” indic presencia y “0”
ausencia de bandas. El perfil molecular de la planta dadora de anteras (NR 51) se utilizd
para definir el patron “testigo”. Las asociaciones geneticas entre individuos se evaluaron
mediante el coeficiente de similitud de Jaccard y la transformacion (sgrt(1-S)). La matriz
de distancia se sometié a un analisis de coordenadas principales (EMD) y al método de
agrupamiento jerarquico UPGMA.

A lo fines de corroborar variabilidad fenotipica en los materiales regenerados in
vitro, se compararon mediante pruebas test t para muestras independientes las variables

morfologicas (R1) con respecto a la planta dadora de antera (NR 51).

Para determinar el grado de agrupamiento en los materiales regenerados in vitro
(Ry) y el material NR 51 se realizé analisis de conglomerados utilizando el método de
encadenamiento promedio (UPGMA) aplicando la distancia Euclidea como medida de
proximidad. El analisis se realizo utilizando caracteres de morfologia externa de hoja, tallo

y panoja (Tabla: 4.1).
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El dendrograma y todos los analisis efectuados con la matriz de datos binarios
fueron realizados con el software estadistico Info-Gen (Balzarini y Di Rienzo, 2004).

RESULTADOS

Citometria de flujo

En la Tabla 4.2 se muestra el contenido de ADN nuclear de 93 plantas regeneradas
mediante el cultivo in vitro de anteras provenientes de los genotipos NR 51 y NR 147. En
el pre-tratamiento siete dias de agua del genotipo NR 51 fueron analizadas tres plantas, ya

que las deméas murieron en la etapa postrusticacion.

Los resultados del test t para muestras independientes realizado para determinar la
estabilidad genética mostraron diferencias significativas (P < 0,001) en los valores de
ADN nuclear (Tabla 4.2). De las comparaciones realizadas (n=43) en el genotipo NR 51,
en siete de ellas se encontraron plantas diferentes, cinco con un contenido de ADN menor
y dos con un contenido de ADN mayor (Tabla 4.2). En las cinco plantas con menor ADN
nuclear, el rango de variacion en el contenido 2C fue de 3,7291 pg a 3,7959 pg, lo que
representa un porcentaje de variacion con respecto a la planta dadora de anteras (2C; 3,86
pg) del 3,31% al 1,6%, respectivamente. En las dos plantas con mayor contenido de ADN
nuclear (Tabla 4.2), los valores 2C representan aproximadamente el doble del citotipo
aneuploide que le di6 origen (Fig. 4.2). En las plantas regeneradas de la genotipo NR 147
(2C; 3,84 pg) las comparaciones realizadas (n=50) no mostraron aumento en el contenido
de ADN nuclear, aunque si se detectaron tres plantas con menor contenido (Tabla 4.2). El
porcentaje de variacion del contenido de ADN nuclear de estas plantas con respecto al

genotipo de origen fue del 3,16% al 2,62%.
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Tabla 4.2. Contenido 2C de ADN nuclear determinado por citometria de flujo de plantas
regeneradas a partir del cultivo in vitro de anteras de dos genotipos apomicticos de

buffelgrass.

NR 51 NR 147

Planta T 2C(pa) _n CV td.e. Planta T 2C(pa) _n CV +d.e.
Pl.1 Control  3,8192 6 2,47 034 Pl.1 Control 3,7882 4 3,15 0,44
P1.2 Control 3,8239 4 2,32 0,48 Pl.2 Control 3,8222 4 2,89 0,31
PI.3 Control 3,8307 4 1,84 0,85 PI.3 Control 3,8068 4 2,21 0,31
Pl.4 Control  3,8526 4 292 0,17 Pl.4 Control 3,8357 4 3,01 0,27
P15 Control  3,8020 4 273 0,15 P15 Control  3,8325 4 2,89 0,06
Pl.6 Control 3,7322* 6 2,03 0,21 Pl.6 Control 3,8337 4 2,10 0,10
P1.7 Control 3,7625* 6 2,39 0,19 PI.7 Control 3,8509 4 2,44 041
PI.8 Control  3,8226 4 1,84 1,00 P1.8 Control  3,8229 4 2,18 0,23
PI1.9 Control  3,7948 4 273 0,24 P1.9 Control  3,8159 4 3,00 0,20
PI.10  Control 3,8208 4 3,00 0,23 PI.L10  Control 3,8282 4 29 0,12
Pl.1 H,05d  3,8096 4 290 0,15 Pl.1 H,05d 3,8557 4 299 031
Pl.2 H,05d 3,8159 4 1,75 0,79 Pl.2 H,05d 3,8094 4 2,11 0,45
P13 H,05d 3,8425 4 1,93 0,99 P13 H,05d 3,8004 4 2,29 0,25
Pl.4 H,05d 3,7291* 6 1,94 0,19 Pl.4 H,05d 3,8289 4 257 0,09
P15 H,05d  3,8092 6 262 0,09 P15 H,05d 3,8273 4 2,24 0,32
Pl1.6 H,05d 3,7322* 6 2,24 0,23 Pl1.6 H,05d 3,8619 4 3,14 0,56
PL.7 H,05d 3,8615 4 2,46 0,33 P17 H,05d 3,8250 4 2,84 0,42
P18 H,05d 3,8107 4 290 011 PI.8 H,05d 3,8494 4 257 0,05
PI1.9 H,05d 3,8074 4 3,00 0,18 P19 H,05d 3,8124 4 2,63 0,16
PI.10 H,05d 3,7984 4 2,90 0,09 P1.10 H,05d 3,8563 4 2,71 0,18
Pl.1 0,3M5d  7,3995* 6 169 0,25 Pl.1 0,3M5d 3,8232 4 262 0,22
Pl.2 0,3M5d  7,3770* 7 1,87 0,23 Pl.2 0,3M5d  3,8304 4 2,64 0,08
PI1.3 0,3M5d 3,8223 4 3,38 0,64 PI.3 0,3M5d 3,8344 4 2,79 0,08
Pl.4 0,3M5d 3,7225 4 3,60 0,75 Pl.4 0,3M5d 3,8306 4 2,28 0,21
P15 0,3M5d  3,8029 4 350 0,53 Pl.5 0,3M5d 3,7984 4 2,94 0,64
PI.6 0,3M5d  3,8062 4 3,34 047 P1.6 0,3M5d  3,8225 4 2,77 0,10
PL7 0,3M5d 3,8274 4 3,43 061 P17 0,3M5d 3,8251 4 2,25 0,05
PI1.8 0,3M5d 3,8139 4 1,80 0,31 PI1.8 0,3M5d 3,8164 4 2,22 0,10
PI1.9 0,3M5d  3,7536* 6 1,78 0,19 Pl.9 0,3M5d  3,8205 4 2,74 0,28
PL.10 0,3M5d 3,8277 4 237 032 PI1.L10  0,3M5d 3,8199 4 218 0,13
Pl.1 H,07d 3,8417 4 3,17 0,20 Pl.1 H,07d 3,8294 4 2,85 0,17
PI1.2 H,07d 3,8130 4 294 0,16 Pl.2 H,O07d  3,8049 4 1,89 0,24
PI.3 H,07d 3,8166 4 3,09 0,30 PI.3 H,07d 3,8001 4 2,39 0,48
Pl.1 0,3M7d 3,8139 4 1,69 1,09 Pl.4 H,07d  3,8155 4 2,05 0,04
Pl.2 0,3M7d 3,8242 4 3,09 0,34 P15 H,07d  3,8636 3 257 042
PI.3 0,3M7d 3,7888 4 256 0,08 Pl.6 H,O07d 3,8394 4 3,22 0,20
Pl.4 0,3M7d 3,8329 4 2,09 0,46 PI.7 H,O7d  3,7420* 6 3,20 0,14
PI1.5 0,3M7d  3,8595 4 2,28 0,38 PI.8 H,O07d 3,7457* 6 3,00 0,14
PI.6 0,3M7d 3,8528 4 293 0,09 P19 H,07d 3,8184 4 291 0,10
PI.7 0,3M7d 3,8256 4 259 0,24 PI1.10 H,07d 3,8139 4 2,90 0,13
PI1.8 0,3M7d 3,8103 4 260 0,26 Pl.1 0,3M7d 3,7884 4 3,05 0,74
P19 0,3M7d 3,8304 4 253 0,17 PI.2 0,3M7d 3,8363 4 2,37 0,56
PL.10  0,3M7d 3,8437 4 3,04 0,27 PI.3 0,3M7d 3,8071 4 292 0,38

Pl.4 0,3M7d 3,8812 4 1,96 0,10

Pl.5 0,3M7d  3,8390 4 2,12 0,25

Pl1.6 0,3M7d 3,7246* 6 2,84 0,14

P17 0,3M7d  3,8432 4 2,03 0,15

PI1.8 0,3M7d 3,8475 6 2,50 0,25

Pl.9 0,3M7d 3,8339 4 2,44 0,50

PI.10 0,3M7d 3,8388 4 211 0,28

El valor 2C es la media del nimero de veces que se analiz6 la muestra (n) y esta expresado en picogramos
(pg) los cuales fueron obtenidos por el analisis conjunto de los nucleos aislados de buffelgrass y Zea mays
CE-777 (2C =5.43 pg ADN) como estandar de referencia. (*) Indica diferencia significativas en el contenido
2C entre la planta regenerada in vitro respecto de la planta dadora de anteras. Media del coeficiente de
variacion y el desvio estandar (CV + d.e) de la intensidad de fluorescencia de los ndcleos en la fase Go/G; de
buffelgrass. (T) pre-tratamiento. Control, macollas sin pre-tratamiento.
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Pico Media ID CV(%)
1 200,5 0,7 2,2
286,7 1,0 2,3
402,2 1,4 2,5
565,4 2,0 2,8

2 1
JM (4]

' Fluor'escen'cia reiaﬁva ; 1024
2 Pico Media ID CV (%)
1 392,0 1,3 2,9
2 290,6 1,0 2,6
3 783,0 2,7 2,5
4 577,5 2,0 2,3
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SN

Niamero de nicleos
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Namero de nicleos

Fluorescencia relativa 1024

Fig. 4.1. Histogramas de intensidad de fluorescencia relativa obtenidos tras el andlisis
simultaneo de nlcleos aislados de hojas de buffelgrass y Zea mays CE-777 (2C = 5,43 pg
ADN) como estandar de referencia. (A) Genotipo NR 51, (B) planta 1 “P1” 0.3M5d. Los
picos 1y 2 corresponden a los nacleos en la fase Go/G; de buffelgrass (1) y Zea mays (2),
mientras que los picos 3 y 4 corresponden a los nucleos en la fase G, de buffelgrass (3) y

de Zea mays (4).

Los analisis del modelo, con respecto a la influencia del genotipo, el pre-
tratamiento o los dias de permanencia in vitro en la cantidad de ADN nuclear, sugirieron
que no hubo efecto significativo para ninguno de los factores principales [genotipo (P =
0,4993), pre-tratamiento (P = 0,5082), dias in vitro (P = 0,4051) ] ni para ninguna de sus
interacciones [pre-tratamiento*dias in vitro (P = 0,1926), pre-tratamiento*genotipo (P =
0,2203), genotipo*dias in vitro (P = 0,3884) y genotipo*pre-tratamiento*dias in vitro (P =
0,2203)].

Cabe aclarar que los resultados de los analisis realizados mediante CMF revelaron
variaciones en el valor 2C, los cuales podrian sugerir cambios en los niveles de ploidia
(Roux et al., 2003; Jin et al., 2008; Clarindo et al., 2008; Currais et al., 2013). Para
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corroborar esta hipotesis, se calcul6 el nivel de ADN ploidia en estas plantas a partir del
contenido de ADN nuclear, implementando la siguiente formula:

y = 6.0501 + 9.6522x

donde y es el numero de cromosomas y X el contenido de ADN nuclear expresado

en picogramos (Capitulo 2).

Los resultados del andlisis de regresion lineal indicarian que los materiales que
presentaron menor contenido de ADN nuclear perdieron un cromosoma (Tabla 4.3). El
recuento cromosomico confirmé la pérdida de un cromosoma en la planta P1.6 (H,O5d),
con respecto del genotipo dador de anteras NR 51 (Fig. 4.2a), ya que el material
regenerado in vitro tuvo 2n = 42 (Fig. 4.2b). En los 2 materiales que presentaron un
aumento en el contenido de ADN nuclear, los resultados del modelo indicarian que las

plantas poseen aproximadamente 77 cromosomas (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Nivel de ADN ploidia calculado a partir del contenido de ADN nuclear en

plantas regeneradas in vitro a partir del cultivo de anteras de buffelgrass.

NR Planta Trat. 2C (pg) ADN ploidia (*) Ry
PI.6 Control 3,7322 42 Ri-t32
Pl.7 Control 3,7625 42 Rits3
Pl.4 H,O5d 3,7291 42(**) Ri-t
51 PI.6 H,O5d 3,7322 42 -
PI.1 0,3M5d 7,3995 77 Ri-t6
PI.2 0,3M5d 7,3770 77 Ris
PL.9 0,3M5d 3,7536 42 Ri-t31
Testigo - 3,8568 43 C
PI.7 H,O7d 3,7420 42 -
147 PI.8 H,O7d 3,7457 42 -
PI.6 0,3M7d 3,7246 42 -
Testigo - 3,8462 43 -

(*) Numero de cromosomas estimado a partir de la ecuacion del modelo “y = 6,0501 + 9,6522 x”, donde x es
el valor de ADN nuclear determinado con el citometro de flujo expresado en picogramo (pg). Genotipo
apomictico utilizado como dador de anteras (Testigo). (**) El nivel de ploidia fue confirmado mediante el
recuento cromosomico. Trat.: pre-tratamiento. Control: macollas sin pre-tratamiento. R;, plantas de
buffelgrass llevadas a una parcela experimental para realizar las evaluaciones fenotipicas y utilizadas en la
puesta a punto de los marcadores ISSRs.
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Fig. 4.2. (a) Metafase somatica del material NR 51 (planta dadora de anteras) demostrando
43 cromosomas. (b) Metafase somatica del individuo P1.6 H205d (2n = 42) regenerado via

embriogénesis somatica mediante el cultivo in vitro de anteras de buffelgrass.
Secuencias inter-microsatélites (ISSRs).

Los marcadores moleculares ISSRs generaron productos de amplificacion en las
muestras de ADN extraidas de plantas de buffelgrass. De un total de 26 cebadores
probados, 22 de ellos amplificaron bandas nitidas y reproducibles en seis plantas que
mostraron inestabilidad genética mediante la técnica CMF y el material dador de anteras
(NR 51). El tamafio de las bandas oscilaron entre 150 y 3000 pb aproximadamente (Anexo:
Fig. 7.1, 7.2, 7.3y 7.4).

En la Tabla 4.4 se muestra un andlisis descriptivo de datos de amplificacién
obtenidos con los cebadores ISSRs. En total generaron 460 bandas, de las cuales, 58 fueron
polimorficas (12%). Se detectaron 15 cebadores polimorficos (68%), con una proporcion
del 4 al 40%. Los RAF16 (0,32), ISSR8C (0,24), UBCB840A (0,24) e ISSR1C (0,23) fueron
los cebadores que produjeron el mas alto contenido de informacién polimérfica. De ellos,
el ISSR1C y el UBCB840A fueron los que tuvieron mayor proporcién de loci polimoérficos
(0,38 y 0,34, respectivamente). La mayoria de los ISSRs polimérficos (RAF4, UBC834,
ISSR8C, 17899, UBC827, UBC840A, ISSRC1, UBC816, ISSR4C) generaron los dos tipos

de datos esperados (ausencia y presencia de alelo). Sin embargo, algunos cebadores s6lo
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mostraron ausencia de alelo (AE,, UBC864, ISSRAE y RAF16) mientras que ISSR9C
mostro presencia de nuevos alelos (Anexo: Fig. 7.1, 7.2, 7.3 y 7.4).

Tabla 4.4. Numero de bandas polimorficas (BP), nimero de bandas monomorficas (BM),
namero de bandas totales (BT), proporcion de bandas polimorficas (PMF(95)), contenido
de informacion polimorfica (PIC) y porcentaje de amplificacion (AMP) generados por las
secuencias inter-microsatélites (ISSRs) utilizadas para la diferenciacion molecular en
plantas regeneradas in vitro de buffelgrass.

ISSRs BP BM BT PMF(@©95) PIC AMP

17899 2 19 21 0,10 0,21 95
AE, 1 25 26 0,04 0,21 99
D12 0 20 20 0,00 sd 100
HB 14 0 3 3 0,00 sd 100
HB13 0 25 25 0,00 sd 100
ISSR1E 1 9 10 0,10 0,21 99
ISSR4C 6 9 15 0,40 0,21 85
ISSR8C 5 23 28 0,18 0,24 92
ISSROE 0 21 21 0,00 sd 100
ISSROC 1 24 25 0,04 0,21 97
ISSR1C 11 18 29 0,38 0,23 84
RAF4 4 11 15 0,27 0,21 91
RAF9 0 11 11 0,00 sd 100
RAF16 1 25 26 0,04 0,32 99
UBC816 3 25 28 0,11 0,21 96
UBC825 0 21 21 0,00 sd 100
UBC827 5 21 26 0,19 0,21 92
UBC834 2 19 21 0,10 0,21 95
UBCB840A 11 21 32 0,34 0,24 89
uBC840B 4 22 26 0,15 0,21 92
UBC850A 0 17 17 0,00 sd 100
UBCB864 1 13 14 0,07 0,21 99

Para comprender el grado de similitud que hay en los perfiles moleculares de los
individuos regenerados in vitro (R;) respecto al testigo (NR 51), se realizaron estudios de
asociacion y analisis de distancias a partir de los 22 ISSRs que amplificaron. Los resultados
obtenidos a partir de la transformacién (sqrt(1-S)) del indice de similitud de Jaccard
indican que los coeficientes de distancia varian del 0,05 al 0,24 (5 al 24%,
respectivamente) entre las plantas regeneradas in vitro versus el testigo (Tabla 4.5).

Cuando se analiza sélo los coeficientes en las plantas regeneradas in vitro, se observa que
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los coeficientes varian del 0,11 al 0,29 (11 al 29%, respectivamente). Estos valores indican
que no solo existe divergencia con respecto al testigo, sino que ademas se observan

diferencias entre las plantas regeneradas in vitro.

Tabla 4.5. Matriz de distancia de seis plantas regeneradas in vitro de buffelgrass y el
genotipo NR 51 (C), obtenida de la transformacién (sqrt(1-S)) del indice de similitud de
Jaccard a partir del andlisis generado con 22 cebadores ISSRs.

C Rim Rip Rigs Riw Ris R
C 0

Riw | 0,24 0

Ry | 0,18 0,29 0

Riuss | 0,18 0,29 0,22 0

Riw | 0,14 0,27 0,21 0,21 0

Ris | 0,12 025 019 02 0,16 0

Ris | 005 023 018 0,17 0,13 0,11 0

C, Genotipo apomictico utilizado como dador de anteras “control” y plantas regeneradas in vitro de
buffelgrass (Ry-w, Ri.5, Rit6, Rits1, Ris2 Y Risa)-

En cuanto al andlisis de coordenadas principales (EMD), los resultados demuestran
que los tres primeros componentes (CPs) explican el 82% de la varianza total acumulada
(Anexo: Tabla 7.2). La grafica de los componentes principales de mayor peso (CP 1y CP
2) (Fig. 4.3), los cuales explican casi un 62% de variabilidad total, muestra dos grupos, uno
constituido por un unico genotipo (Ri-31) que resultd ser el mas diferente de los materiales
regenerados in vitro (CP 1). En base a la coordenada CP 2, se distinguen dos grupos, uno
de ellos incluye al material usado como dador de anteras o testigo (C), mientras que el otro

incluye dos materiales que fueron diferentes del resto (Ri-t32 Y Ri-t33).

Los resultados que presenta el dendrograma generado por el método de
agrupamiento UPGMA (Fig. 4.4) fueron similares a lo observado por el EMD. Dicho
analisis presentd un coeficiente de correlacion cofenética de 0,97. La unica diferencia con
el EMD es que, considerando como criterio de corte arbitrario una distancia de 0,13 (50%
de la distancia maxima), el individuo R;.y4 se separa del grupo que incluye al testigo (C) y a
los individuos Rits ¥ Rig (plantas que presentaron aproximadamente el doble del

contenido de ADN nuclear).
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Fig. 4.3. Biplot de seis plantas regeneradas in vitro de buffelgrass (Ri-u4, Ri-55, Ri-, Ri-31,
Riw2 ¥ Ris) Yy el genotipo NR 51 utilizado como testigo (C), obtenido de la
transformacion (sqrt(1-S)) del indice de similitud de Jaccard a partir del analisis generado

con 22 cebadores ISSRs.
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Fig. 4.4. Dendrograma de seis plantas regeneradas in vitro de buffelgrass (Ri-u, Ri-t5, Ri-t,
Ris1, Ri2 ¥ Rits3) ¥ el genotipo NR 51 utilizado como testigo (C), obtenido por el
método UPGMA sobre una matriz de distancia conformada a partir de la transformacion

(sgrt(1-S)) del indice de similitud de Jaccard.
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Evaluacion fenotipica

De las seis plantas que fueron trasplantadas a campo (Ri), una de ellas no
sobrevivid y las cinco restantes, presentaron caracteristicas morfologicas muy diferentes
con respecto al NR 51. Las plantas Ri.is ¥ Ri.s, Cuyo contenido de ADN nuclear aumento,
mostraron diferencias significativas (P < 0,05) en cuatro variables morfoldgicas, tales
como AFP, LINT, AT y RAM (Tabla 4.6). La menor longitud inter-nodal (LINT), sin
modificar el nimero de entrenudos (NUD), hacen que estas plantas sean achaparradas
(menor AFP). Ademas, las plantas poseen una menor cantidad de ramificaciones (RAM).
El material Ry presenta escasas inflorescencias y en el otro (R1-), una menor longitud de
las mismas (LINF) (P < 0,05). Ambos materiales producen pocas semillas (resultados no
mostrados). EI material Ry también presentd una disminucion en LLHB, ALHB y LVHB
(P <0,05).

Las plantas que perdieron ADN nuclear (R1-u, Ri-t32 Y Ri-t33), también crecieron con
caracteristicas fenotipicas estadisticamente diferentes respecto al testigo (P < 0,05) (Tabla
4.6). Todas presentaron una disminucion en la AFP. La planta Rj.4, presentd una
disminucion en el ALHB (hojas mas finas), en LINF, LINT, AT. El material Ri.3o,
también presento inflorescencias mas pequefias (LINF), menor LPE y LINT. EI material

R1.t4 tiene la particularidad de presentar un color del follaje mas claro (Fig. 4.6).

Los materiales Ri33 Y Ris produjeron escasas inflorescencias, por lo cual no se
pudieron analizar las variables relacionadas en morfologia de panoja (LLHB, ALHB,
LVHB, LINF, LPE, LPEE y FL/RA) y fueron excluidas del analisis de conglomerados
(Fig. 4.6). Segun los resultados de este andlisis, se puede observar que el genotipo NR 51
es fenotipicamente diferente a las plantas regeneradas in vitro (R1). En el dendograma se
observa que el grupo que incluye los materiales que perdieron un cromosoma (Ri1-32, R4 Y
R1-33) son los que mas se asemejan al material NR 51 y los mas distintos son los materiales

Rit5 Y Rise.
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Tabla 4.6. Caracteres de morfologia externa de hoja, tallo y panoja analizados en plantas
regeneradas in vitro de buffelgrass.

LLHB ALHB LVHB AFP LINF LPE LPEE  LINT AT NUD RAM  FL/RA

Material ") Cem)  ©m)  m)  @m)  @m)  em  em @m0 (©) ()

NR51 333 12 72 1268 119 194 83 10,76 39 9,8 6,8 24
Riw2 310 13 6,2 102,5* 7,75*  15* 56 6,02 3.2 9,2 6,2 2,8

Rits3 - - - 105,75* - - - 633 27 125 17 -
Riw 28,7 087 64 928 85 175 87 7 241* 96 56 34
Rits - - - 57 4* - - - 4% 206* 10,0 2,8* -

Riw 224* 07 32* 642* 6,3* 15,2 64 45 214* 84 36 10

(*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en los caracteres morfoldgicos
analizados de los materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).
Material, plantas R; regeneradas in vitro. Variables morfoldgicas: longitud de ldmina de hoja bandera
(LLHB), ancho de ldmina de hoja bandera (ALHB), longitud de vaina (LVHB), altura final de planta (AFP),
longitud de inflorescencia (LINF), longitud total del peddnculo floral (LPE), longitud del pedinculo excerto
(LPEE), longitud inter-nodal (LINT), ancho tallo (AT), nimero de nudos (NUD), nimero de ramas (RAM) y
nimero de flores/ramas (FL/RA).

Fig. 4.5. Parcela experimental de plantas regeneradas in vitro de buffelgrass. A.
Somaclones con fenotipos diferentes al genotipo dador de anteras (NR 51). B y C, detalle
de A.
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Fig. 4.6. Dendrograma obtenido a partir del método de encadenamiento promedio
(UPGMA) mediante el analisis de cinco marcadores morfologicos, aplicando la distancia
Euclidea como medida de proximidad. Plantas Ri.u4, Ri5, Ri-6, Ri-t32 Y Ri-t33 regeneradas
in vitro (R;) de buffelgrass. El genotipo dador de anteras (NR 51) fue utilizado como

testigo. Correlacion cofenética= 0,938.

DISCUSION

Diferentes técnicas de analisis de ADN nuclear comprobaron variaciones genéticas
en un grupo de plantas regeneradas in vitro de buffelgrass. La deteccidén de plantas con
menor contenido de ADN nuclear podria indicar la existencia de plantas ADN aneuploides
(Jin et al., 2008). Este supuesto se basa en que muchos de los cambios detectables por
CMF estan asociados con variaciones en el nimero de cromosomas (Clarindo et al., 2008;
Currais et al., 2013). En este trabajo, se detectdé disminucién en el contenido de ADN
nuclear en plantas regeneradas in vitro respecto de plantas dadoras de anteras en los
materiales NR 51 (3,31% al 1,6%) y NR 147 (3,16 al 2,6%). Estas variaciones podrian ser
suficientes para indicar la pérdida completa o parte de un cromosoma (Pfosser et al., 1995;

Roux et al., 2003). De hecho, el recuento cromosémico en una de estas plantas (individuo
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Ri) confirm6 este supuesto, por lo tanto, es posible que las demas plantas que
presentaron menor contenido de ADN nuclear hayan sufrido el mismo cambio.

Adicionalmente, los estudios realizados por CFM permitieron detectar plantas con
valores proximos al doble en el contenido de ADN nuclear, lo que sugiere que estos
materiales han sufrido un proceso de poliploidizacion in vitro (Barow y Jovtchev, 2007).
El aumento en el nivel de ADN ploidia es una variacion observada con frecuencia durante
el proceso de embriogénesis somatica; sin embargo, es dificil aludir la presencia de este
fendmeno a un Unico factor (May y Sink, 1995; Tremblay et al., 1999; Endemann et al.,
2001; Lim y Loh, 2003; Clarindo et al., 2008; Jin et al., 2008). En el presente estudio, el
aumento en el contenido de ADN nuclear ocurrié en sélo dos plantas de NR 51
provenientes de macollas que estuvieron durante cinco dias con los tallos sumergidos en
manitol (Capitulo 3). No obstante, no se detectd este fendmeno en los restantes pre-
tratamientos realizados. El porcentaje de poliploidizacién fue del 4,7% (total de plantas
analizadas) lo que concuerda con los valores de poliploidizacion mencionados via
embriogénesis somatica en otras especies (Kubalakova et al., 1996; Endemann et al., 2001;
Leal et al., 2006; Prado et al., 2010). Por estas razones, y considerando que no existio
efecto significativo en la modificacion del contenido de ADN nuclear con respecto al pre-
tratamiento, es posible que los estreses aplicados a las macollas no sean los responsables

de la poliploidizacién.

Si bien el genotipo o los dias in vitro son factores que se mencionan por
predisponer el incremento en la frecuencia de aparicion de plantas ADN poliploides o
incluso ADN aneuploides (Tremblay et al., 1999; Endemann et al., 2001; Currais et al.,
2013), en este trabajo no se observo asociacion significativa con dichos factores ni con los
pre-tratamietos realizados. Por lo tanto, es posible que los cambios observados en el
contenido de ADN nuclear pudieran estar ocasionados por el efecto de los reguladores de
crecimiento utilizados en el medio de cultivo. En este sentido, podria estar involucrada la
auxina sintética 2,4-D, ya que ha demostrado ser un factor que predispone cambios en el
genoma de plantas regeneradas in vitro (May y Sink, 1995; Clarindo et al., 2008; Jin et al.

2008). Serian de utilidad ensayos adicionales para comprobar el posible rol de este
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regulador de crecimiento como factor predisponente de las variaciones en el contenido de
ADN nuclear, asi como ANA o BAP que han sido utilizados y mencionados también como
posibles agentes mutagénicos (Lim y Loh, 2003; Mishiba et al., 2006; Barow y Jovtchev,
2007).

El empleo de los marcadores ISSRs permitio detectar perfiles moleculares
diferentes en las plantas regeneradas in vitro de buffelgrass, lo que sugiere algun tipo de
variabilidad (Gupta et al., 1994; Zietkiewicz et al., 1994). La informacién disponible sobre
el uso de este tipo de marcadores en estudios relacionados con variacion somaclonal en
buffelgrass es escasa. A su vez, los estudios realizados con ISSRs en otras especies
propagadas in vitro reportan niveles polimorficos muy diferentes. Por ejemplo, se
mencionan niveles del 50% en variantes de Camellia sinensis L. (Thomas et al., 2006) o
niveles menores, del 5 al 3,9% en micro-propagaciones de Musa spp. y Dictyospermum
ovalifolium, respectivamente (Ray et al., 2006; Chandrika et al., 2008). En el presente
trabajo, se encontrd que el total de loci polimdrficos fue del 12%, similar al observado en
Codonopsis lanceolata (15,7%) o en clones de Camellia spp. (12,8%) (Devarumath et al.,
2002; Guo et al., 2006). Asimismo, el polimorfismo generado permitié detectar un grado
de divergencia del 5 al 24% respecto al patron “testigo”, tal como se observo en

somaclones de Zea mays L. (Osipova et al., 2003).

Con respecto a los resultados obtenidos con ISSRs, se observaron productos de
amplificacion con los cebadores que contienen secuencias di-, tri- o tetra-nucledtidos, con
o sin nucleodtidos adicionales en el extremo 3'. Si bien la mayoria de los ISSRs produjeron
bandas con la metodologia implementada en el presente trabajo, algunos de ellos no
amplificaron. Estos cebadores fueron probados a temperaturas de hibridacién inferiores, ya
que se menciona que los patrones moleculares son altamente modificados por este factor
(Garayalde et al., 2011). A pesar de ello, algunos de estos ISSRs no lograron amplificar.
Seria factible utilizar temperaturas inferiores (Gupta et al.,, 1994) o considerar otros
factores adicionales que no fueron objeto de estudio del presente trabajo (Zietkiewicz et
al., 1994; Fang y Roose 1997; Bornet y Branchard 2001).
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Los cebadores mas informativos fueron aquellos que contenian secuencias (GA)g y
(GACA),, con el agregado de uno o tres nucleotidos en el extremo 3'. Similares resultados
fueron descriptos en un estudio realizado para determinar diversidad genética en
poblaciones silvestres de buffelgrass (Gutierrez-Ozuna et al., 2009). Por lo tanto, los
resultados de este trabajo confirman que los motivos (GA), y los anclajes en el extremo 3’
pueden ser incluidos en los cebadores ISSRs empleados para diversos estudios de esta

especie.

En cuanto al polimorfismo detectado por los ISSRs en las plantas regeneradas in
vitro de buffelgrass, es posible que se deba a cambios genéticos generados en una porcién
restricta del genoma. Este supuesto se basa en que los microsatelites y sus bases continuas
son el sitio de hibridacién del cebador (Gupta et al., 1994; Zietkiewicz et al., 1994). Esta
porcion del genoma suele sufrir cambios durante el proceso de replicacion-reparacion del
ADN (Levinson y Gutman, 1987; Schlotterer, 2000) y algunos autores sugieren que el
polimorfismo generado puede deberse a deleciones o inserciones que se producen en el
lugar de reconocimiento del cebador (Leroy et al., 2001; Osipova et al., 2003; Guo et al.,
2006). Independientemente del tipo de mutacion que se produzca, éstas pueden generar
pérdida o ganancia de alelos (Reddy et al., 2002), tal como se muestra en el presente
trabajo. Estas observaciones sugieren que ademas de los cambios detectados en los niveles
de ADN ploidia, las plantas regeneradas in vitro también podrian haber sufrido mutaciones
puntuales en el genoma. Es posible que estos cambios restringidos a unos pocos
nucleétidos no puedan ser detectados con la metodologia de CMF empleada en el presente
trabajo. Esta seria la razén por la cual tanto los marcadores moleculares ISSRs como la
técnica CFM deberian ser incluidas para explorar variaciones genéticas en el cultivo in

vitro de buffelgrass.

Finalmente, las plantas trasplantadas a campo manifestaron caracteristicas
morfolégicas muy diferentes entre ellas y con respecto al testigo, confirmando de esta
manera cambios en el fenotipo. Estos estudios demuestran claramente que un grupo de

plantas de buffelgrass regeneradas in vitro (9,3%) presentaron cambios genéticos y
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morfologicos respecto al material dador de anteras, lo que sugiere una fuente de variacion

somaclonal (Larkin y Scowcroft 1981; Jain et al., 2001).

Por lo antes expuesto, se sugiere continuar con los estudios citologicos para
corroborar el citotipo de algunas de estas plantas, asi como en aquellas que duplicaron el
contenido de ADN nuclear. Con respecto a las plantas que sufrieron poliploidizacion in
vitro, los resultados obtenidos en el valor 2C sugieren un nuevo nivel de ADN ploidia no
mencionado en la especie (Fisher et al., 1954, Hignight et al., 1991; Burson et al., 2012;
Kharrat-Souissi et al., 2012). Si bien estas plantas poseen un aspecto muy achaparrado,
podrian utilizarse en estudios relacionados con alteraciones fenotipicas asociadas a los

cambios en los niveles de ploidia (Chable et al., 2009).
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CONCLUSIONES

La técnica CFM permité detetectar inestabilidad genética en plantas regeneradas in

vitro de buffelgrass.

El empleo de marcadores moleculares ISSRs detecto perfiles moleculares diferentes

en plantas regeneradas in vitro de buffelgrass.

Los marcadores morfoldgicos son buenos indicadores de cambios genéticos en

plantas regeneradas in vitro de buffelgrass.
Un 9,3% de plantas regeneradas in vitro de buffelgrass, via embriogénesis somatica

y utilizando anteras como explanto, presentan variacion somaclonal, puesto que tienen

cambios genéticos y morfoldgicos respecto al material dador de anteras.
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CAPITULO 5

SELECCION IN VITRO Y CARACTERIZACION EN CONDICIONES DE
ESTRES HIDRICO DE PLANTAS REGENERADAS DE BUFFELGRASS

INTRODUCCION

Buffelgrass [Pennisetum ciliare (L.) Link syn. Cenchrus ciliaris L.]. es una
graminea forrajera, distribuida principalmente en el noroeste argentino (NOA) (Tessi et al.,
2014). En esta gran region, la sequia es uno de los factores ambientales que limita el
potencial de desarrollo de la especie (Conti et al., 2009). Buffelgrass se reproduce
principalmente por apomixis, razén por la cual, el procedimiento de hibridacion
convencional es dificultoso en los programas de mejoramiento (Hanna y Bashaw, 1987).
La seleccion in vitro es una alternativa de mejora en la especie y brinda grandes
posibilidades de integracién en la obtencién de nuevos materiales (L6pez Colomba, 2009;
Lépez Colomba et al., 2011; 2013). El proceso incluye la aplicacion de herramientas
biotecnoldgicas y ofrece la posibilidad de seleccionar materiales con tolerancia en

caracteres asociados a diferentes estreses abidticos, tales como sequia.

La seleccion efectuada sobre los cultivos de células o tejidos se basa en la variacion
genética preexistente o inducida que se recupera a partir de células somaticas cultivadas in
vitro (Larkin y Scowcroft, 1981). EI método puede ser utilizado para obtener plantas con
tolerancia a diferentes estreses; asumiendo que existe una correlacion entre la respuesta de
los mecanismos de tolerancia a nivel celular y los de plantas enteras (Mohamed et al.,
2000, Biswas et al., 2002; Hemon y Sudarsono, 2010). Comunmente, la metodologia
consiste en incorporar al medio de cultivo un agente de seleccién que ocasiona una
situacion de estrés y las plantulas capaces de sobrevivir son analizadas para determinar si

expresan la tolerancia para el rasgo deseado (Jain, 2001).
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Por lo general, los explantos pueden estar sometidos a diferentes situaciones de
estrés, ya sea en forma directa o de manera gradual; es decir, que el agente selectivo se
utilice en una dosis sub-letal o en concentraciones gradualmente incrementadas
(Gangopadhyay et al., 1997; Hassan et al., 2004; Hemon y Sudarsono 2010; Mohamed e
Ibrahim 2012; Hadi et al., 2014). También, es importante tener en cuenta la etapa en la
cual se aplica el agente de seleccion. Por un lado, se sefiala la aplicacion del mismo durante
la fase de induccion de callos (Biswas et al., 2002; Errabii et al., 2007; Aazami et al.,
2010; Hemon y Sudarsono 2010). Mientras que en otros trabajos, se menciona que la
aplicacion se practica en la etapa de regeneracion o durante todas las etapas del cultivo in
vitro de tejidos (Bidabadi et al., 2011; Verma et al., 2013).

Para simular la condicidn de estrés por sequia comdnmente se utiliza la adicion de
compuestos como manitol, sorbitol o polietilenglicol (PEG) al medio de cultivo (Leone et
al., 1994; Gopal e lwama, 2007; Joshi et al., 2011; Mahmood et al., 2012; Hadi et al.,
2014). Todos estos compuestos disminuyen el potencial hidrico del medio. Es importante
sefialar que las respuestas de los diferentes explantos o plantas regeneradas in vitro pueden
estar influenciadas por efectos secundarios, ya sean morfoldgicos o fisioldgicos,
ocasionados por los compuestos que simulan la situacion de estrés (Hohl y Schépfer, 1991;
Verslues et al., 1998; Gopal e Iwama, 2007; Cha-um et al., 2012). Es por ello, que ademas
de corroborar si la seleccion in vitro es efectiva, todo proceso de seleccion debe ser
seguido de un ensayo ex vitro que proporcione una medida exacta de la tolerancia al agente

osmoético observada en el laboratorio (Remotti, 1998).

Las plantas que crecen en condiciones de déficit hidrico exhiben respuestas tipicas
a dichas situaciones, incluyendo alteraciones en el crecimiento entre otras (Moore et al.,
2004; Claeys et al., 2014). Por ende, para medir la tolerancia de la planta en una situacion
de estrés se realizan mediciones de parametros relacionados al crecimiento, como por
ejemplo altura, peso fresco y peso seco (Verslues et al., 2006). Otro fendmeno de
ocurrencia comun en plantas que crecen bajo distintos tipos de estreses es el estrés
oxidativo (Apel y Hirt, 2004). En situaciones favorables para el crecimiento, se producen

cantidades normales de especies activas del oxigeno (EAQ), las cuales, son controladas por
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un complejo sistema de defensa antioxidante enziméatico y no enzimatico (Foyer et al.,
1994; Noctor y Foyer, 1998). El sistema mantiene un equilibrio de ¢xido-reduccion
evitando que las EAO se acumulen y produzcan dafios sobre estructuras biolédgicas (Polle,
1997). La sequia es uno de los estreses abioticos que incrementan las EAO (Lascano et al.,
2001). Cuando el sistema de defensa antioxidante no logra inactivar el exceso de EAO, se
producen dafios oxidativos cuantificables, entre otros, a través de la medicion del
contenido de malondialdehido (MDA); que refleja el producto de la peroxidacion de
lipidos de membrana (Lanza Castelli et al., 2010; Tommasino et al., 2012; Lopez Colomba
et al., 2013). Por otro lado, es posible evaluar el estado redox de la planta mediante la
capacidad de reducir el hierro (FRAP) por parte del sistema de defensa antioxidante no
enzimatico (Benzie and Strain, 1996; Ou et al., 2002). Tanto el MDA como el FRAP, son
utilizados para identificar genotipos tolerantes en diferentes estreses (Lanza Castelli et al.,
2010; Sanchez-Rodriguez et al., 2010; Tommasino et al., 2012; Pérez-Clemente y Gémez-
Cadenas, 2012; Léopez Colomba et al., 2013).

Por lo antes expuesto, los objetivos del presente capitulo fueron: desarrollar un
protocolo para la seleccion in vitro de buffelgrass en condiciones de sequia utilizando
manitol como agente osmotico y evaluar las progenies de las plantas regeneradas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se trabaj6é con el genotipo apomictico NR 51 que se encuentra en la coleccion
activa de buffelgrass asentada en el Instituto de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales

del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Cordoba - Argentina (Capitulo 2).
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Seleccion in vitro

El proceso de seleccién in vitro se realizo a partir de anteras como explanto. La
metodologia utilizada en el sistema de regeneracion, via embriogénesis somatica, fue
descripta en el Capitulo 3. En las etapas de induccion y regeneracion se utilizaron medios
de cultivo a los cuales se adiciond6 manitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Esta
incorporacion fue realizada con la finalidad de modificar el potencial osmético y a partir de
ello, establecer una dosis letal 50 (DLsp), que corresponde a la dosis a la cual subsiste el
50% de los explantos utilizados (Cubero, 2003).

DLsg en induccion de callos embriogénicos

Para la determinacion de la DLsp se adicion6 al medio de induccion de callos
embriogénicos (MI) manitol en concentraciones de 25, 50, 75, 100 y 150 mM. Se ajusto el
pH de cada Ml a 5,8 y se les agregd agar (7 g/l) previo al autoclavado (20 min a 116°C).
Las tres anteras procedentes de cada flor central (antecio fértil) se mantuvieron en grupo
considerandolo un explanto. Las anteras cultivadas en Ml sin manitol fueron consideradas
como grupo control (0 mM de manitol). Los cultivos se colocaron en oscuridad a 25°C £
2°C. Se colocaron 30 anteras por cajas de Petri (10 explantos) con siete repeticiones por
tratamiento. Los callos se repicaron a los 45 dias y se mantuvieron en la etapa de induccion
durante un periodo de 90 dias. Al término de este periodo, se midieron las variables peso

fresco de callos embriogénicos (PFCE) y proporcion de callos embriogénicos (PCE).

Posteriormente, los callos embriogénicos resultantes fueron individualmente
transferidos a tubos de vidrio con medio de regeneracién (MR) sin manitol (Capitulo 3),

donde se evalud la variable numero de plantas regeneradas (NPR).
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DLso en regeneracion de plantulas

Se utilizaron callos embriogénicos obtenidos a partir de anteras, cultivadas en Ml
sin manitol (Capitulo 3). A los 90 dias de iniciado el periodo de induccion, los callos
embriogénicos fueron transferidos individualmente a tubos de vidrio con medio de
regeneracion (MR). Al MR se le adicion6 manitol en las siguientes concentraciones: 25,
50, 75, 100, 150, 200 y 300 mM. Del mismo modo que al MI, se le ajusto el pH a 5,8, se
solidificd con agar y se autoclavd. Los tubos se colocaron en condiciones controladas de
temperatura (25°C + 2°C) y fotoperiodo (16 h de luz y 8 h de oscuridad).

En esta etapa, se utilizaron 20 callos embriogénicos por tratamiento. Las plantulas
regeneradas en MR sin manitol fueron consideradas como control (0 mM de manitol). Los
callos embriogénicos se repicaron cada 60 dias y se mantuvieron sobre el mismo medio

durante 10 meses. Al término de este periodo, se evaluo la variable NPR.

DLso en induccion de callos embriogénicos y regeneracion de plantulas

Para determinar la DLsg en induccion de callos embriogénicos y en regeneracion de
plantulas, se llevé a cabo el protocolo descripto anteriormente, con la diferencia que las
concentraciones de manitol fueron mantenidas en ambos medios (M1 'y MR). Se utilizaron
concentraciones de 25, 50, 75, 100 y 150 mM de manitol. Los callos embriogénicos y
plantulas regeneradas en sus respectivos medios sin manitol fueron considerados control (0
mM de manitol). Se utilizaron 30 anteras por caja de Petri (10 explantos) con cinco
repeticiones por tratamiento. Al término del periodo de regeneracion (10 meses) se evalud
la variable NPR.
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Seleccién a campo por caracteristicas deseables de plantas tolerantes in vitro a DLs

en induccidn, regeneracion y la combinacion de ambas etapas

Todas las plantulas regeneradas se colocaron en medio de enraizamiento y
rusticaron como se describe en el Capitulo 3. Luego, se trasplantaron a una parcela
experimental de aproximadamente 400 m?. Las mismas, se distribuyeron al azar a una
distancia de un metro entre ellas, tanto para filas como para hileras. Esta practica permitio
evaluar el fenotipo, seleccionar plantas (R;) y posteriormente cosechar semillas de cada
una de ellas (S;). Conjuntamente, se introdujeron al azar plantas del genotipo NR 51

obtenidas de semillas (testigo).

Para la seleccion de las plantas se tuvieron en cuenta diferentes criterios. En
primera instancia, se escogieron plantas que regeneraron de la DLs, establecida en cada
una de las etapas que incluye el proceso de seleccidn in vitro (induccion, regeneracion y en
ambas etapas). Esta metodologia de trabajo se utilizd para determinar cuél es la etapa mas
factible para realizar el proceso de seleccién, es decir, en induccién de callos
embriogénicos, en regeneracion de plantulas o en ambas etapas del proceso. Luego, se
identificaron las plantas (R;) que mostraron caracteristicas morfolégicas diferentes al
testigo (NR 51). Para ello, se realizaron observaciones fenotipicas y mediciones en
caracteres morfoldgicos de hoja, tallo y panoja (Tabla 5.1) (Griffa, 2002; 2010). Las
evaluaciones fueron realizadas durante dos campafias agricolas (2013/14 y 2014/15). En
cada planta se evaluaron 5 macollas que presentaban la inflorescencia totalmente emergida
en estado inmaduro. Finalmente, en ambas estaciones de crecimiento se recolectaron
semillas (S;) de los materiales vegetales seleccionados (R;). Las plantas que no produjeron
suficiente cantidad de semillas o no rebrotaron luego del receso invernal, fueron excluidas

del proceso de seleccion.

88



Tabla 5.1. Caracteres de morfologia externa en hoja, tallo y panoja analizados en plantas
regeneradas in vitro de buffelgrass.

Caracter Criterio de evaluacién Abreviatura

Longitud de lamina de

Se midi6 desde la ligula hasta el extremo

hoja bandera (cm) distal de la lamina de la hoja bandera. LLHB
Ancho de ldminade  Se midid a los 2 cm a partir de la base de ALHB
hoja bandera (cm) la ligula.
Longitud de vaina Se midid desde la base de la ldmina hasta
o LVHB
(cm) el nudo precedente inferior.
Altura final de planta Se consideré la macolla mas alta de la
planta, desde la base de la macolla hasta AFP
(cm) I . .
a base de la inflorescencia.
Longitud de Se midi6 desde la base de Ila LINE
inflorescencia (cm) inflorescencia al extremo distal.
Longitud total del Se midi6 desde la base de Ila LPE
pedunculo floral (cm) inflorescencia hasta el 1* nudo.
Longitud del Se midi6 desde la base de Ila
pedinculo excerto inflorescencia hasta la base de la hoja LPEE
(cm) bandera.
Longitud inter-nodal ~ Se midio la longitud entre el 3* y 4° nudo
(cm) LINT
Se midi6 el diametro del tallo a los 2 cm
Ancho tallo (mm) por debajo del 3* nudo. AT
. o Se contaron todos los nudos en el eje
Namero de nudos (n°) primario de la macolla. NUD
NGmero de ramas (n°) (Sje contaron t(_)das las ramas que emergen RAM
el eje primario de la macolla.
NGmero de Se contaron todas las inflorescencias en
las ramas que emergen del eje primario de FL/RA

flores/ramas (n°) la macolla

Evaluacion de la tolerancia a estrés hidrico de la progenie (S;) de plantas regeneradas
in vitro (Ry)

A partir de las semillas recolectadas (S;) de los materiales genéticos seleccionados,
se realizaron los ensayos de estrés hidrico. Mediante esta practica es posible distinguir
tempranamente a genotipos con mejor comportamiento a dicho estrés (Tommasino, 2013).
Para ello, se sembraron aproximadamente 250 semillas en macetas de 17,6L de volumen
con 2,760 kg de sustrato (arena: tierra, relacion 1:1), previamente secado en estufa por 48h
a 90°C. Luego de la siembra, las macetas fueron regadas a saturacion donde fue calculado

el contenido hidrico del suelo (CHS). Las macetas fueron mantenidas en invernadero y
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regadas diariamente hasta alcanzar el 80% del CHS. A los 30 dias de la siembra, las
macetas fueron llevadas a condiciones controladas de temperatura (28°C * 2°C),
fotoperiodo (16h de luz y 8h de oscuridad), humedad (40%) y luz (500 mol/m?/s).

Las macetas al 80% de CHS fueron consideradas como control. En cambio, las
macetas llevadas por suspension de riego al 30% de CHS y mantenidas a dicho nivel,
fueron consideradas como tratamiento (sequia). Se trabajé con un 30% de CHS ya que se
determind que a esa condicion genotipos de buffelgrass manifiestan sintomas de déficit
hidrico (Tommasino, 2013).

Caracteres de biomasa y fisiologicos

En cada experimento, fueron realizadas dos repeticiones por material (dos macetas
control - dos macetas tratamiento). A los 21 dias de alcanzar el 30% de CHS fueron
seleccionadas 10 plantas al azar por maceta, donde se evaluaron las siguientes variables:
altura de planta, peso fresco (PF) y peso seco (PS) de parte aérea. Al mismo tiempo que
fueron tomadas plantas para medir las variables asociadas a la produccion de biomasa, se
seleccionaron al azar otras diez plantas para evaluar el estado fisioldgico de cada progenie
(S1). A partir de estas se muestrearon segmentos foliares de 2 cm (aprox.) y se formaron
tres grupos (pooles) por tratamiento (control y sequia). Inmediatamente, los materiales
vegetales fueron colocados en nitrogeno liquido y conservados a -20°C hasta la evaluacion

del estado fisioldgico.

Para relacionar los cambios de crecimiento (altura, PF y PS de parte aérea) con
aspectos fisioldgicos asociados al efecto del estrés hidrico; se estimé el dafio oxidativo a
través del contenido de malondialdehido (MDA) segiun Heath and Packer (1968)
modificado por Hodges et al., (1999). Ademas, se cuantifico el contenido de antioxidantes
no enzimaticos totales mediante la habilidad de reducir al hierro (FRAP) (Benzie y Strain,

1996) y el contenido de proteinas totales segun Bradford (1976). Con las variables
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evaluadas se calculd un indice del efecto generado por el estrés hidrico (I) respecto a la

condicion control segun la siguiente formula:

I = Y&i [ Xc)n

donde Xi es el valor de la variable fisioldgica de cada individuo en condiciones de estrés
hidrico, Xc es el valor promedio de la variable fisioldgica del mismo material en condicion

control y n es el nimero de muestras.

Analisis estadistico

El peso fresco de callos embriogénicos (PFCE) y la proporcion de callos
embriogénicos (PCE) se determiné a los 90 dias de iniciado el cultivo in vitro de anteras
(ICA). La PCE se calcul6 en relacion al nimero de explantos sembrados por caja de Petri
(10 explantos). EI nimero de plantulas regeneradas (NPR) se registrd durante todo el
periodo de regeneracion (10 meses) y se expreso por caja de Petri. Con la excepcion de la
etapa de seleccidn in vitro en regeneracion de plantulas (Ml sin Manitol), donde el NPR se
expres6 como valor promedio (20 callos embriogénicos por tratamiento).

Para evaluar la eficiencia de induccion en funcion al peso fresco de callos
embriogénicos (PFCE), se ajustaron modelos lineales generales y mixtos (MLGyM)

considerando a los tratamientos como variable de clasificacion.

Para evaluar la eficiencia de induccion y de regeneracién, en funcién a la
proporcion de callos embriogénicos y de plantas regeneradas, respectivamente, se ajustaron
dos modelos lineales generalizados mixtos (MLGM), considerando a los tratamientos
como variable de clasificacion. Para la variable PCE se utilizé distribucion binomial con
funcién de enlace logit, mientras que para la variable NPR se utilizé distribucion Poisson

con funcidn de enlace log. En ambos casos se evaluaron las diferencias entre medias para
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los tratamientos por el test Di Rienzo, Guzmén y Casanoves (DGC) (Di Rienzo et al.,
2002).

Para determinar el grado de agrupamiento en los materiales regenerados in vitro
(Ry) y el material NR 51 se realizd analisis de conglomerados utilizando el método de
encadenamiento promedio (UPGMA) aplicando la distancia Euclidea como medida de
proximidad. El analisis se realizo utilizando caracteres de morfologia externa de hoja, tallo

y panoja (Tabla: 5.1).

A lo fines de corroborar variabilidad fenotipica en los materiales regenerados in
vitro y seleccionados para el ensayo de estrés hidrico, se compararon mediante pruebas test
t para muestras independientes las variables morfolégicas (R;) con respecto a la planta
dadora de antera (NR 51). Finalmente, para detectar diferencias en sus respuestas al
crecimiento en el ensayo de estrés hidrico se evaluaron mediante pruebas test t las
variables de biomasa (altura, PF y PS) y fisioldgicas (MDA, FRAP y proteinas) de las
progenies (S;) con respecto al testigo (NR 51).

Todos los analisis se realizaron utilizando el software estadistico InfoStat (Di
Rienzo et al., 2012).

RESULTADOS

Seleccidn in vitro

En la figura 5.1 se presentan los diferentes niveles de potenciales osmaticos
generados con siete concentraciones de manitol (Fig. 5.1). EI medio Murashige y Skoog
(MS) utilizado como control (0 mM de manitol), con 30 g/l de sacarosa, presentd un
potencial osmético de -0,45 + 0.04MPa. Mientras que la concentracion mas alta de manitol

utilizada en el trabajo (300 mM) mostrd6 un potencial de -1,98 = 0.11 MPa.
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Adicionalmente, se puede observar en la figura el impacto del manitol sobre el potencial
osmatico alcanzado con las demas concentraciones empleadas (Fig. 5.1).

El genotipo NR 51 de buffelgrass tuvo capacidad de inducir callos embriogénicos
en medio de induccion con o sin manitol. Los embriones somaticos fueron similares en
forma y en capacidad de regeneracion a lo descripto anteriormente (Capitulo 3), lo que
valida el protocolo de embriogénesis somatica desarrollado en la presente tesis. Sin
embargo, el agregado del agente osmotico al medio produjo diferentes respuestas en las
variables peso fresco de callos embriogénicos (PFCE), proporcién de callos embriogénicos
(PCE) y nimero de plantas regeneradas (NPR).
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Fig. 5.1. Diagrama de dispersion que demuestra el andlisis de regresion lineal entre el
potencial osmatico (MPa) y las diferentes concentraciones de manitol (mM) en medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS). La ecuacion del modelo (y = a + b x) y el coeficiente de
regresion (R?) se observan dentro del gréafico. El potencial osmético fue medido en MS sin

agar, previo al autoclavado.
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DLsg en induccion de callos embriogénicos

El analisis incluyo la transformacion al logaritmo natural de los valores observados
en el peso fresco de cada callo embriogénico (PFCE), debido al mejor ajuste del modelo.
Para la dicha variable, los valores mas altos se obtuvieron con una dosis de 25 mM de
manitol (Tabla 5.2) y de acuerdo al analisis del MLGyM (P < 0,001), éstos no se
diferencian del control (0 mM de manitol). Las demas concentraciones de manitol tuvieron
un efecto negativo, ya que se observo disminucién en dicha variable. Con respecto a la
PCE (Tabla 5.2), es interesante notar que la dosis méas baja de manitol (25 mM) en el Ml
estimuld la respuesta de induccién de callos embriogénicos respecto del control (P <
0,001). Para la variable NPR, la mayor cantidad de plantulas se obtuvo con una
concentracion de 25 mM, aunque los valores solo se diferenciaron estadisticamente del
tratamiento que contiene 150 mM de manitol (P < 0,001) (Tabla 5.2).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en PFCE, PCE y NPR, los valores méas
altos en las tres variables se obtuvieron con el tratamiento de 25 mM de manitol (Tabla
5.2). Seguln esta concentracion, la DLsg en induccion deberia permitir obtener un PFCE de
0,0764g, una PCE de 0,26% y un NPR de 3, es decir, una reduccion del 50% de los
pardmetros evaluados (DLsg). El tratamiento que generd los valores mas cercanos al
requerido para alcanzar la DLsy es el tratamiento con 100 mM de manitol. Dicho
tratamiento produjo un valor de PFCE de 0,0890 + 0,0137g, lo que representa un 57% del
total alcanzado con el tratamiento de 25 mM de manitol. En cuanto a la variable PCE, los
0,34% =+ 0,04 representan una reduccion del 65%, mientras que en la concentracion
precedente (75 mM) o subsiguiente (150 mM), los niveles aumentan al 73% o se reducen
al 19%, respectivamente. En cuanto a la variable NPR, los valores mas cercanos a la DLs
también se generan con 100 mM de manitol (58% del total). Si bien estos valores no se
diferencian estadisticamente del tratamiento con 25 mM (Tabla 5.2), la concentracion

siguiente (150 mM) regener6 sélo una planta.

En funcion a las respuestas obtenidas para las variables PFCE, PCE y NPR, una

concentracion de 100 mM se aproxima a lo requerido para alcanzar la DLsp en el medio de
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induccidn. Por lo tanto, la concentracién de 100 mM de manitol en induccién se considerd

como adecuada para la seleccion de plantas regeneradas in vitro (Ry) en buffelgrass.

Tabla 5.2. Peso fresco de callos embriogénicos (PFCE), proporcion de callos
embriogénicos (PCE) y numero de pléntulas regeneradas (NPR) correspondientes al

cultivo in vitro de anteras en un medio de induccién con diferentes concentraciones de

manitol.

Manitol PFCE PCE NPR

(MM)  Medias E.E. Medias  E.E. Medias E.E.

0 0,1529 0,0136 A 040 004 B 471 082 A
25 0,1541 00121 A 052 005 A 614 094 A
50 0,1225 0,0143 B 038 004 B 471 082 A
75 0,1008 0,0147 B 038 005 B 483 090 A
100 0,080 00137 C 034 004 B 35 063 A

150 0,0126 0,0420 D 0,10 0,04 C 040 0,28 B
Tratamiento. Medio de induccién (MI) con 25, 50, 75, 100 y 150 mM de manitol. Ml sin manitol (0 mM).
Para la variable NPR, los callos embriogénicos fueron germinados en medio de regeneracién sin manitol
(Capitulo 3). Los valores promedios representan tres fechas de recoleccién de macollas. Letras diferentes
dentro de columnas indican diferencias significativas entre las distintas concentraciones de manitol (P <
0,05). E.E. Error estandar.

DLso en regeneracion de plantulas

En la etapa de regeneracion de plantulas se observd escasa respuesta en
concentraciones superiores a 100 mM de manitol y sélo una plantula fue capaz de
regenerar con el tratamiento de 150 mM. No se observaron plantas regeneradas in vitro en
concentraciones de 200 y 300 mM. Por tal motivo, s6lo se consideraron para los analisis
estadisticos los valores obtenidos de plantas regeneradas con concentraciones que se

encuentran entre 25 y 100 mM de manitol y el control (0 mM de manitol) (Fig. 5.2).
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Cuando los callos se indujeron en el MI sin manitol, el maximo valor de NPR se
obtuvo con medio de regeneracion (MR) sin manitol (P < 0,001). Todas las

concentraciones de manitol en el MR disminuyeron el NPR (Fig. 5.2).
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Fig. 5.2. Numero de plantulas regeneradas (NPR) a partir del cultivo in vitro de anteras de
buffelgrass. Los callos embriogénicos fueron inducidos en MI sin manitol y colocados en
medio de regeneracion (MR) con 0, 25, 50, 75 y 100 mM de manitol. Medias con letras
diferentes indican diferencias significativas entre las distintas concentraciones de manitol
(P <0,05).

DLso en induccién de callos embriogénicos y regeneracion de plantulas

En la etapa de seleccién en el Ml y MR con 150 mM no se observo respuesta en el
NPR. Por tal motivo, al igual que en la etapa de seleccion en regeneracion de plantulas, se
consideraron para los analisis estadisticos los valores obtenidos con concentraciones que se

encuentran entre 25 y 100 mM de manitol y el control (0 mM de manitol) (Fig. 5.3).

Cuando los callos embriogénicos se indujeron y regeneraron plantulas manteniendo
las concentraciones de manitol (Fig. 5.3), el anélisis del MLGM indicé que los valores

méaximos de NPR se obtienen con una concentracion de 25 mM (P < 0,001). Este valor se
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diferencio significativamente de los demas tratamientos e incluso del medio utilizado como

control.
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Fig. 5.3. Numero de plantulas regeneradas (NPR) a partir del cultivo in vitro de anteras de
buffelgrass. Los callos embriogénicos fueron inducidos en medio de induccion y
regeneraron plantulas en medio de regeneracion (MR), ambos medios con 0, 25, 50, 75 y
100 mM de manitol. Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre

las distintas concentraciones de manitol (P < 0,05).

Determinacion de DLsp en funcion al NPR en un medio con manitol en regeneracion y

en ambas etapas del proceso (induccidn y regeneracion)

En funcidn a las respuestas observadas en el NPR, cuando los callos embriogénicos
provienen de un M1 sin manitol, la DLsp deberia permitir regenerar aproximadamente 1,25
plantulas (50% del total alcanzado). En este caso, el tratamiento que més se acerca a dicho
valor es el de 25 mM manitol (1,50 + 0,27). Sin embargo, cuando las concentraciones de
manitol son mantenidas en ambos medios (Ml y MR), el tratamiento con 25 mM se destaca
entre todos ellos, ya que produce 10,6 plantulas. En este caso, la DLsy deberia permitir
regenerar aproximadamente 5,3 plantulas (50% del total). En la etapa de seleccion en Ml y
MR, todos los tratamientos se diferenciaron de la concentracion que contiene 25 mM de

manitol, pero ningun valor representa el porcentaje requerido para alcanzar la DLso, ya que
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todos aumentan la presion de seleccion: 11% el tratamiento de 50 mM, 21% el de 75 mM y
11% el de 100 mM de manitol.

Teniendo en cuenta los resultados observados en la variable NPR en la etapa de
regeneracion de pléantulas y en la etapa de induccion de callos embriogénicos y
regeneracion de plantulas y; considerando el nimero de plantas regeneradas in vitro y el
objetivo general de la tesis, se plantea aumentar la presion de seleccion. En la etapa donde
los callos embriogénicos provienen de MI sin manitol, se sugiere escoger plantas que
regeneraron en MR con concentraciones > de 75 mM. Mientras que cuando la dosis de
manitol es mantenida en ambos medios (seleccion en Ml y MR), se sugiere trabajar con

plantas que regeneraron del tratamiento con 100 mM de manitol.

Seleccidn a campo por caracteristicas deseables de plantas tolerantes in vitro a DLs

Tal como se sefiald, en la etapa de induccion de callos embriogénicos, se trabajé
con plantas (R;) que regeneraron en un MI que contenia 100 mM de manitol. En total, 18
plantas fueron identificadas mediante el uso de marcadores morfolégicos. Este anélisis
permitio realizar un arbol de divergencia utilizando la informacion proporcionada por la
totalidad de los descriptores (Fig. 5.4) y seleccionar, en primera instancia, cinco materiales
divergentes (Tabla 5.3). Se trabajo con este nimero de materiales debido al espacio fisico

de la camara.
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Fig. 5.4. Dendrograma obtenido a partir del método de encadenamiento promedio
(UPGMA) mediante el analisis de doce marcadores morfologicos, aplicando la distancia
Euclidea como medida de proximidad. Las plantas fueron regeneradas in vitro en un Ml
con 100 mM de manitol. El genotipo dador de anteras (NR 51) fue utilizado como testigo.

Correlacién cofenética= 0,787.

En la etapa de seleccion en regeneracion de plantulas, se trabajo con 4 plantas que
regeneraron de los tratamientos con 75 o 100 mM de manitol (3 y 1 “planta”,
respectivamente). Si bien estos tratamientos produjeron 7 plantulas en total con mayor o
menor asociacion al NR 51 (Fig. 5.5), las 4 plantas seleccionadas produjeron suficientes

semillas para realizar el ensayo de estrés hidrico (Tabla 5.3).
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Fig.5.5. Dendrograma obtenido a partir del método de encadenamiento promedio
(UPGMA) mediante el analisis de doce marcadores morfologicos, aplicando la distancia
Euclidea como medida de proximidad. Las plantas fueron regeneradas in vitro en un MR
con 75 MM (Ry-1.75.1; R170.4; R1-72.1; Ri-641; R161.1), 100 MM (R1.g2.1) 0 150 MM (Ry.1201) de
manitol. El genotipo dador de anteras (NR 51) fue utilizado como testigo. Correlacion

cofenética= 0,846.

En la etapa de seleccion con manitol en ambos medios sucedio algo similar. De las
9 plantas trasplantadas a campo, 4 sobrevivieron (Fig. 5.6) y 3 de ellas produjeron
suficientes semillas. Por tal motivo, se trabajé con 3 plantas regeneradas in vitro de medios

con 100 mM de manitol en ambas etapas (induccién y regeneracion) (Tabla 5.3).
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Fig. 5.6. Dendrograma obtenido a partir del método de encadenamiento promedio
(UPGMA) mediante el analisis de doce marcadores morfoldgicos, aplicando la distancia
Euclidea como medida de proximidad. Las plantas fueron regeneradas in vitro en un Ml y
MR con 100 mM de manitol. El genotipo dador de anteras (NR 51) fue utilizado como

testigo. Correlacion cofenética= 0,910.

Finalmente, fueron incluidos materiales que regeneraron in vitro y no provenian de
ningln tratamiento con manitol, con el objeto de intrepretar los resultados obtenidos
mediante la puesta a punto en cada etapa del proceso de seleccion in vitro. En total se
caracterizaron morfologicamente 20 plantas (Fig. 5.7), de las cuales, 3 de ellas fueron
seleccionadas. Se utilizé el mismo criterio que en la etapa de induccion, seleccionando los
materiales mas divergentes. Fueron incluidos los somaclones Riiy Yy Rit, ya que
presentaron ademas de cambios morfoldgicos, cambios genéticos con respecto al material
NR 51 dador de anteras (Capitulo 4) (Tabla 5.3).
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Fig. 5.7. Dendrograma obtenido a partir del método de encadenamiento promedio
(UPGMA) mediante el analisis de doce marcadores morfologicos, aplicando la distancia
Euclidea como medida de proximidad. Las plantas fueron regeneradas in vitro en un medio
sin manitol. El genotipo dador de anteras (NR 51) fue utilizado como testigo. Correlacion

cofenética= 0,676.

En la tabla 5.3 se muestra una descriptiva de los caracteres de morfologia externa
en hoja, tallo y panoja en los diferentes materiales seleccionados y utilizados en los
ensayos de estrés hidrico. La prueba t para muestras independientes en las plantas
regeneradas in vitro (generacion R;) reveld diferencias significativas (P < 0,005) en la
mayoria de los caracteres morfoldgicos. Con la excepcién de solo 3 variables de las 12
analizadas (LLHB, RAM y FL/RA), se observd variabilidad en todos los caracteres
respecto al material NR 51 (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3. Caracteres de morfologia externa de hoja, tallo y panoja analizados en 17
plantas regeneradas in vitro de buffelgrass.

LLHB ALHB LVHB  AFP LINF LPE LPEE LINT AT NUD RAM FL/RA

Material - Trat. ") “em)  @m)  @m) @ (@m)  @m @m mm) () () @)

NR 51 - 333 12 72 1268 119 194 83 108 39 98 68 24
Ri17211 Ml 288 088 68 1006 96 232 116 83 27 88 42 04
Ri43112 Ml 286 096* 73 856* 94* 234 128 74* 21* 8* 88 36

Ria331 Ml 309 096* 74 1264 10,0 252* 139* 120 36 94 72 24
Ri661 Ml 32,8 1,02 92* 1394 108 216 96 123 42 100 80 3,0
Ri-66.4 Ml 345 11 69 1168 91 226 12* 123 36 95 73 03
Ri611 MR 32,6 098* 10,1* 1412* 130 232 118* 102 42 104 72 20
Ri-704 MR 272 094* 79 1138 96 210 94 126 30 92 80 26
Ri.751 MR 23,7 062* 59 1116* 101 174 88 113 31 106 74 06
Ri921 MR 366 11 72 1248 122 218 89 86 40 122 82 14

Ri1122 MI-MR 291 098* 72 1192 116 185 98 141 32 8* 42 12
Ri461 MI-MR 330 094 79 1326 11,2 284* 13* 128 40 87 52 25
Ri611 MI-MR 352 1,04 6,7 1174 86* 181 67 106 36 108 84 00

Riss C 359 1* 74 106,6* 83* 190 86 7~ 30 11,8 64 04
Ri173 C 264 087 79 938 88* 208 94 90 36 98 48 14
Ri1012 Cc 27,5 096* 80 99,1 108 185 65 4,6* 28 108 48 20
Ri-t32 Cc 310 13 6,2 1025* 78 15* 56 6,02 32 92 62 28
Ri-ta Cc 28,7 087 64 928 85 175 87 7 24 96 56 34

(*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en los caracteres morfol6gicos
analizados de los materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51). Trat:
Plantas R, regeneradas in vitro en medio de induccién con 100 mM de manitol (1), en medio de regeneracion
con 75 0 100 mM de manitol (R), en medio de induccion y regeneracion con 100 mM de manitol (IR), y
plantas regeneradas en medio de induccion y regeneracion sin manitol (C). Variables morfolégicas: longitud
de I&mina de hoja bandera (LLHB), ancho de lamina de hoja bandera (ALHB), longitud de vaina (LVHB),
altura final de planta (AFP), longitud de inflorescencia (LINF), longitud total del pedunculo floral (LPE),
longitud del pedinculo excerto (LPEE), longitud inter-nodal (LINT), ancho tallo (AT), nimero de nudos
(NUD), nimero de ramas (RAM) y nimero de flores/ramas (FL/RA).

Evaluacion de la tolerancia a estres hidrico en la progenie (S;) de plantas regeneradas
in vitro (Ry)

Caracteres de biomasa y fisiol6gicos

En la tabla 5.4 se muestra el comportamiento bajo condiciones de estrés hidrico de
las progenies (S;) de los materiales seleccionados en la etapa de induccion (DLsp en

induccion de callos embriogénicos). En algunos de los caracteres de biomasa, la prueba
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test t para muestras independientes indico diferencias significativas (P < 0,05) respecto a la
planta dadora de anteras (NR 51). En el ensayo control, donde las macetas fueron
mantenidas al 80% del contenido hidrico del suelo (CHS), una de las plantas seleccionadas
(material S1.66.4) presentd menor altura. En el tratamiento de sequia (30% CHS), tres de los
materiales evaluados presentaron variabilidad respecto al material dador de anteras (NR
51). Dos de ellos mostraron una disminucion en todas las variables analizadas (S1-172.11 Y
S16.6.4); mientras que el material S1.431.12 demostré mejor comportamiento en altura, peso
fresco y peso seco. Los materiales S;.4331Y S1-6.6.1 NO presentaron diferencias significativas

con respecto al NR 51 en ninguna de las variables.

Al realizar la ponderacion del dafio por estrés hidrico en las variables fisioldgicas
[I=>(xi/Xc)/n], la prueba test t indicO que las progenies S; que provienen de R;
seleccionados en MI con manitol, no presentan diferencias significativas en el contenido de
MDA vy proteinas totales (P > 0.05) respecto del NR 51 (Tabla 5.5). Sin embargo, los
resultados del andlisis demuestran diferencias significativas en los materiales S1.4331Y Si-
43112 (P < 0.05) para la variable FRAP, presentando los menores indices en el contenido
final. La diferencia que se observa esta relacionada en el valor de dicha variable en la
situacion de estrés (CHS 30%). Al respecto, en el material NR 51 las plantas presentaron
un valor de FRAP aproximadamente al doble en condiciones de estrés hidrico, respecto a
la situacion control (CHS 80%). En cambio, los materiales Si4331 Y S1-43.1.1.2 mostraron

valores similares de FRAP en ambas situaciones (resultados no mostrados).

104



Tabla 5.4. Altura, peso fresco (PF) y peso seco (PS) evaluados en condiciones control y
estrés hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R;)

seleccionados en M| con manitol.

Control Sequia
Material ~ Altura PF PS Altura PF PS
(cm) (9 (9 (cm) 9 9
NR 51 42,25 1,131 0,098 37,6 0,802 0,094
Si1170211 41,6 1,121 0,101 35,05* 0,643* 0,074*
Si143112 43,58 1,141 0,114 42,05* 1,054* 0,112*
Si14331 41,4 1,112 0,109 38,1 0,861 0,095

S166.1 40,95 1,014 0,095 37,45 0,757 0,090
S1-66.4 38,65* 0,945 0,090 33,45* 0,582* 0,069*
Control: macetas mantenidas al 80% del contenido hidrico suelo (CHS). Sequia: macetas mantenidas al 30%

de CHS. (*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de
los materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).

Tabla 5.5. Estado fisiologico determinado por malondialdehido (MDA), capacidad de
reducir al hierro (FRAP) y proteinas totales (Pt) evaluados en condiciones control y estrés
hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R;) selectos

en MI con manitol.

Material MDA FRAP Pt

NR 51 1,212 2,034 1,389
Si117211 1,343 1,571 1,07
S143112 1,006 1,072* 1,237
S14331 1,455 1,163* 1,045
S166.1 1,226 1,414 1,244
S1.66.4 1,527 1,872 1,128

(*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de los
materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).

Cuando se analizaron las progenies S; de materiales seleccionados en la etapa de
regeneracion (R;) de callos embriogénicos (MR con manitol), se observd diferencias
significativas (P < 0,05) en la mayoria de los caracteres de biomasa analizados al finalizar
el ensayo (Tabla 5.6). Sin embargo, en ninguno de los materiales evaluados se observo
mejor comportamiento con respecto al testigo (NR 51). Con la excepcion de los materiales
Si1611 Y S1-704 que no se diferencian del NR 51 en algunas de las variables, los demas

materiales presentaron menor valor estadisticamente significativo en todos los caracteres
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de biomasa considerados. En dichos materiales, el andlisis de la prueba test t indicé
diferencias significativas (P < 0.05) en algunas variables fisiologicas (Tabla 5.7). Dos de
ellos (Si1-70.4 Y S1-92.1) presentaron indice mayor en el contenido de MDA. Estos resultados
indican que las plantas generan mayor cantidad de MDA en el tratamiento sequia, respecto
al NR 51. Adicionalmente, uno de los materiales (Si-704) presenta mayor indice en el
contenido de proteinas totales (Si-704) Y €l otro (Si-92.1) menor indice en el contenido de
FRAP. El material S;.751 también presentd menor indice en el contenido de FRAP respecto
al NR 51 (Tabla 5.7).

Tabla 5.6. Altura, peso fresco (PF) y peso seco (PS) evaluados en condiciones control y
estrés hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R;)

selecionados en MR con manitol.

Control Sequia
Material  Altura PF PS Altura PF PS
(cm) (9) (9) (cm) (9) (9)
NR 51 56,89 2,5642 0,262 42,35 0,8232 0,160
Si1611 52,35* 0,9332* 0,127* 40,9 0,8075 0,142
S1-704 54,37 1,5855* 0,145* 39,45 0,706 0,139*
Si1751 52,85* 0,9921*  0,140* 33,84* 0,6632* 0,117*
Si1921 49,8* 1,1532* 0,129* 36,53* 0,6072* 0,118*
Control: macetas mantenidas al 80% del contenido hidrico suelo (CHS). Sequia: macetas mantenidas al 30%

de CHS. (*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de
los materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).

Tabla 5.7. Estado fisiologico determinado por malondialdehido (MDA), capacidad de
reducir al hierro (FRAP) y proteinas totales (Pt) evaluados en condiciones control y estrés
hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R3)

seleccionados en MR con manitol.

Material MDA FRAP Pt

NR 51 0,903 1,505 3,354
S1611 0,681 1,426 2,768
S1.704 1,566* 1,382 5,707*
Si1751 1,044 0,703* 3,101
S1.921 1,391* 0,912* 3,868

(*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de los
materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).
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Las progenies (S;) de los materiales seleccionados en la etapa de induccién y
regeneracion de callos embriogénicos (Ml y MR con manitol), también presentaron
diferencias significativas en algunos de los caracteres de biomasa analizados (P < 0,05). Se
puede observar mayor variabilidad en la condicion control, ya que los tres materiales
presentan diferencias significativas en al menos una de las variables analizadas (Tabla 5.8).
En este sentido, los tres materiales evaluados presentan menor altura, dos de ellos menor
peso fresco (Si46.1 Y S1-6.1.1) Y UNO menor peso seco (Si-46.1). EN cambio, en el tratamiento
sequia dos de los materiales evaluados (Si1-11.22 Y S1-46.1) NO se diferenciaron en ninguna de
las variables analizadas con respecto a NR 51. Los tres materiales produjeron mayor peso
seco y uno de ellos (Si1-61.1) se diferencid estadisticamente del material utilizado como
dador de anteras (NR 51) (Tabla 5.8). Este material junto con el S;112, evidenciaron
comportamiento diferencial (P < 0.05) en las variables fisioldgicas (Tabla 5.9). En ambos
se observd menor indice, tanto en el contenido de MDA como en el de FRAP, respecto al

material dador de anteras (NR 51).

Tabla 5.8. Altura, peso fresco (PF) y peso seco (PS) evaluados en condiciones control y
estrés hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R;)
seleccionados en la etapa de induccion y regeneracion de callos embriogénicos (Ml y MR

con manitol).

Control Sequia
Material ~ Altura PF PS Altura PF PS
(cm) (9) (9) (cm) (9) (9)
NR 51 49,05 1,6734 0,116 33,4 0,4181 0,068
Si11122 45,4* 1,4858 0,111 35,4 0,4818 0,079
Si461 44 55* 1,2964* 0,094* 34,3 0,49 0,075
Si1611 45,95* 1,1038* 0,099 40,72* 0,4826 0,086*
Control: macetas mantenidas al 80% del contenido hidrico suelo (CHS). Sequia: macetas mantenidas al 30%

de CHS. (*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de
los materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).
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Tabla 5.9. Estado fisiologico determinado por malondialdehido (MDA), capacidad de
reducir al hierro (FRAP) y proteinas totales (Pt) evaluados en condiciones control y estrés
hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R3)

seleccionados en la etapa de induccién y regeneracion de callos embriogénicos (Ml y MR

con manitol).
Material MDA FRAP Pt
NR 51 2,741 2,556 1,457
S111.22 1,498* 1,5* 1,155
Si146.1 3,063 1,839 1,317
S1-6.11 1,174* 1,577* 1,151

(*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de los
materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).

Cuando se analiz6 el comportamiento frente a estrés hidrico en los caracteres de
biomasa, las progenies (S;) que provenian de materiales regenerados in vitro (R;) sin
ningun tratamiento de manitol mostraron diferencias significativas con respecto al NR 51
(P < 0,05) (Tabla 5.10). Sdlo tres variables en tres materiales, no se diferenciaron del
testigo (NR 51). Si bien no se detect6 mejor comportamiento en ningunos de los mismos,
se pudieron encontrar diferencias significativas en los caracteres de biomasa entre los
materiales evaluados. Estos resultados sugieren que la variabilidad que se observa a campo
en los materiales regenerados in vitro (R;), también se expresa en la descendencia (S;) en

estado de plantula.

A diferencia de lo que se observd en las progenies de otros materiales
seleccionados en medios de cultivos con manitol, las progenies de Si.17.3 Y S1-14 presentaron
indice mayor en el contenido de FRAP (P < 0.05), respecto al genotipo dador de anteras
(Tabla 5.11). El contenido de proteinas totales tambien difirié respecto al NR 51, con

menor indice en los materiales S1.10.1.2, S1-85 Y S1-u-
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Tabla 5.10. Altura, peso fresco (PF) y peso seco (PS) evaluados en condiciones control y
estrés hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R;)

regenerados in vitro.

Control Sequia
Material Altura  PF PS Altura  PF PS
(cm) (9) (9) (cm) (9) (9)
NR51 43,55 1,0946 0,099 38,55 0,7916 0,083
Sia012 38,9* 0,8033* 0,070* 32,35* 0,4538* 0,058*
S1173 43,6 0,8568* 0,085* 34,85* 0,4472* 0,073*
Si85 39* 0,7762* 0,069* 33,05* 0,4773* 0,061*
Sit32 37,2* 0,9125* 0,088 31,79* 0,5376* 0,069*
Siu 38,6* 0,6743* 0,071* 35,65* 0,4958* 0,074
Control: macetas mantenidas al 80% del contenido hidrico suelo (CHS). Sequia: macetas mantenidas al 30%

de CHS. (*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de
los materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).

Tabla 5.11. Estado fisioldgico determinado por malondialdehido (MDA), capacidad de
reducir al hierro (FRAP) y proteinas totales (Pt) totales evaluados en condiciones control o
estrés hidrico (sequia) en progenies (S;) de buffelgrass que provienen de materiales (R;)

regenerados in vitro.

Material MDA FRAP Pt

NR 51 1,494 1,320 1,478
S11012 1,323 1,776 1,253*
S1173 1,175 1,885* 1,312
S185 1,091 1,110 0,878*
S132 1,512 1,423 1,653
Siu 1,032 1,835* 0,825*

(*) Indica diferencia significativas (P < 0,05) dentro de cada columna en las variables analizadas de los
materiales regenerados in vitro con respecto a la planta dadora de anteras (NR 51).

DISCUSION

Los resultados del proceso de seleccion in vitro demuestran que durante la etapa de
induccion de callos embriogénicos el potencial hidrico generado con una concentracion de
25 mM de manitol (~ -0.45 MPa) no afecto el PFCE. No obstante y como sucede en otras
especies (Hassan et al., 2004; Matheka et al., 2008; Verma et al., 2013; Hadi et al., 2014),

a medida que aumenta la concentracién del agente osmotico en el medio de cultivo ocurre
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una disminucién del potencial hidrico y del PFCE. EI menor peso en los callos puede estar
relacionado con el retraso en el crecimiento, producto de la pérdida de turgencia que se
observa en células que se desarrollan en situaciones de estrés (Al-Bahrany 2002; Errabii et
al., 2007; Joshi et al., 2011). A su vez, se menciona que dicha reduccion depende del
material vegetal y de cada especie (Biswas et al., 2002; Ahmad et al., 2007; Aazami et al.,
2010). Los resultados de este trabajo, basados en la variable PFCE sugieren que el
crecimiento de los callos comienza a afectarse por efecto del estrés hidrico a partir de

potenciales equivalentes a -0,75 MPa (50 mM de manitol).

En este contexto, es necesario mencionar que los tratamientos de manitol le
adicionan una fuente de carbono al MI (MS + 3% sacarosa + 6 mg/l de 2-4D + manitol). Si
el manitol fuese metabolizado, es de esperar aumento en el peso fresco del explanto (Gulati
y Jaiwal, 1993; Lipavska y Vreugdenhil 1996; Mohamed y Ibrahim 2012). Sin embargo,
no se registro este comportamiento, ya que el PFCE no aumentd en ningln tratamiento con
manitol. Similar resultado fue mencionado en el crecimiento de bananas, donde el manitol
utilizado como fuente de carbono no incrementd el peso fresco de las plantulas micro-
propagadas (Rukundo et al., 2013). Asimismo, en otras especies, el manitol no produce
respuestas favorables en comparacién con otras formas de azlcares disponibles en el
medio (Hilae y Te-chato, 2005; Yaseen et al., 2009). Yaseen et al. (2013) sugieren que la
habilidad de células o tejidos para crecer en un medio con manitol esta relacionada con la
capacidad de la especie para formar y asimilar el azicar. Por lo tanto, es probable que la
inutilizacion del manitol como fuente de carbono se deba a la incapacidad que tiene
buffelgrass para metabolizar este azlcar. Estudios complementarios serian de gran utilidad

para confirmar dicha hipotesis (Vitova et al., 2002; Rejskova et al., 2007).

En cuanto a la variable PCE, la respuesta que se observa esta muy relacionada con
la disminucion del potencial hidrico del medio y la situacion que genera el estrés. En
primer lugar, el tratamiento de 25 mM de manitol produjo una mayor cantidad de callos
embriogénicos. Efectos similares fueron observados en otros sistemas de regeneracion
cuando se utiliza manitol como agente osmotico (Nadel et al., 1989; Biahoua y Bonneau,

1999). Algunos autores sugieren que la disminucion del potencial osmético en el medio de
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cultivo genera una condicién de estrés en el explanto necesaria para estimular la respuesta
embriogénica (Kamada et al., 1993; Aoshima, 2005). Es probable que el aumento en la
PCE observada con la dosis méas baja de manitol se deba al estimulo que genera el estrés
osmotico (Zavattieri et al., 2010). De hecho, el aumento en la PCE exhibida en algunos
materiales de buffelgrass cuando se aplican otros estreses en las macollas (frio) concuerda
con dicha hipétesis (Capitulo 3).

No obstante, la respuesta embriogénica de los diferentes explantos cultivados in
vitro depende del nivel de estrés, entre otros factores (Karami y Saidi 2010). En C. sinensis
se menciona un umbral de potencial osmdtico para estimular la formacion de callos
embriogénicos con manitol; puesto que con concentraciones mayores a las dptimas no se
produce dicho efecto (Aoshima, 2005). En el presente trabajo, las mencionadas
observaciones concuerdan con los tratamientos mayores a 25 mM de manitol, ya que las
concentraciones de 50, 75 y 100 mM no generaron respuesta positiva en la variable PCE.
Mientras que la escasa 0 nula respuesta en la PCE que se observa con los tratamientos de
150 mM (200 y 300 mM, resultados no mostrados), puede estar relacionada con la
inhibicion en la respuesta embriogénica que se menciona en cultivos que no superan la
condicion de estrés (Matheka et al., 2008; Mahmood et al., 2014).

Es interesante notar la respuesta observada en la variable nimero de plantas
regeneradas in vitro (NPR), la cual difiere segun los callos fueron inducidos o no con
manitol. Por un lado, si se elimina el agente osmético durante la etapa de regeneracion, el
estimulo que se observo en la PCE con 25 mM de manitol en el MI no se tradujo en mayor
cantidad de plantas regeneradas. S6lo se observd efecto positivo en el NPR cuando la
concentracion de manitol (25 mM) se mantuvo en ambos medios de cultivos (Ml y MR).
En otras especies, la aplicacion de PEG mejora la capacidad que tienen los embriones
somaticos para desarrollarse en plantas (Svobodova et al., 1999). Las condiciones de estrés
osmotico generadas con el PEG en el medio resultan ser necesarias para aumentar la
deposicion de proteinas de reservas (Misra et al., 1993) y los niveles de transcriptos
involucrados en la diferenciacion de la region apical y radicular (Stasolla et al., 2003). Tal

vez, el aumento en el NPR que se observa cuando el manitol es mantenido en ambos
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medios (M1 y MR), esté relacionado con el requisito de un potencial osmotico necesario en
la maduracion de los embriones somaticos en la etapa de regeneracion (Svobodova et al.,
1999).

Por el contrario, cuando los tratamientos de manitol fueron realizados s6lo en la
etapa de regeneracion, cualquier tratamiento disminuyé el NPR respecto del control. Este
comportamiento podria estar relacionado con la falta de aclimatacion reportada en el
cultivo de células o plantas que se mantienen durante algin tiempo en un medio con cierto
nivel de estrés (Leone et al., 1994; Gangopadhyay et al., 1997; Claeys et al., 2014). Al
respecto, cuando el manitol se colocd directamente en el medio de regeneracion (MR),
cualquier concentracion del mismo disminuyé el NPR. En cambio, en aquellos callos
embriogénicos que se indujeron durante 90 dias en condiciones de estrés osmatico (Ml con
manitol), la menor cantidad de plantas regeneradas en el MR con manitol se observo en los
tratamientos mayores de 25 mM de manitol. Es probable que las condiciones de estrés
impuestas por concentraciones bajas de manitol durante el MI hayan generado equilibrio
en el metabolismo celular (Leone et al., 1994); lo que les permitié formar embriones y
sortear mas favorablemente los efectos negativos del estrés osmético en la etapa de
regeneracion (MR) (Mohamed et al., 2000). En cambio, cuando el manitol es colocado
directamente en el medio de regeneracion (MR), es probable que se produzca shock
osmotico en las células (Gangopadhyay et al., 1997) afectando drasticamente a los

embriones somaticos y su posterior regeneracion (Matheka et al., 2008).

En cuanto a la seleccion y evaluacion de los materiales regenerados in vitro, es
conocido que durante el cultivo de células o tejidos se generan y recuperan plantas con
cambios respecto al material de origen (Larkin y Scowcroft, 1981). Este trabajo demostro
dicho fendmeno en plantas regeneradas in vitro utilizando anteras como explanto (Capitulo
4). Con el mismo sistema de regeneracion (Capitulo 3), los resultados del presente capitulo
también demuestran cambios en plantas regeneradas (R;), ya sea en morfologia de hoja,
tallo y panoja. A su vez, los ensayos de estrés hidrico comprueban que la progenie de estos
materiales (S;) presentaron un comportamiento diferencial respecto al genotipo dador de

anteras, tanto en condiciones control como en sequia. Estos estudios, al igual que los
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generados por el grupo de trabajo del IFRGV - INTA (Lopez Colomba et al., 2011; 2013),
confirman que la variacién somaclonal es un fenémeno observable y aplicable para la

obtencion de variabilidad genética en genotipos apomicticos de buffelgrass.

Los descriptores como altura, peso fresco y peso seco de planta son los caracteres
morfolégicos méas importantes para evaluar y caracterizar los diferentes genotipos
pertenecientes a buffelgrass (Griffa, 2002; 2010; Griffa et al., 2010). Conjuntamente, el
peso seco es el cardcter de mayor relevancia agrondmica y el principal componente de
rendimiento en pasturas forrajeras (Moore et al., 2004). En los materiales regenerados de
medios de cultivo sin manitol y evaluados en el ensayo de estrés hidrico, no se encontr6
mejor comportamiento para ninguna de las variables de biomasa antes mencionadas. En
cambio, las progenies (S1) de los materiales Si.431.1.2 Y S1-6.1.1 Seleccionados de medios con
manitol, tuvieron mayor peso seco en el tratamiento de sequia. EI mejor comportamiento
de estos materiales respecto al que le dio origen, sugiere tolerancia en su respuesta al
crecimiento bajo la situacion de estrés (Munns, 2002; Moore et al., 2004; Verslues et al.,
2006). Por lo tanto, estos resultados indican que la seleccion in vitro con manitol permite
regenerar materiales con mejor respuesta a condiciones de sequia, tal como sucede en otras

especies (Mohamed et al., 2000).

En buffelgrass, el contenido de MDA se encuentra relacionado con el dafio
oxidativo causado por las EAO, tanto en condiciones de estrés térmico como salino. En
general, el incremento de MDA se menciona en genotipos que presentan menor tasa de
crecimiento (Lopez Colomba et al., 2013), menor altura o acumulacion de materia fresca
(Lanza Castelli et al., 2010; Tommasino et al., 2012). Lo contrario sucede en cultivares
tolerantes, donde se menciona aumento en las variables antes mencionadas y menor
contenido de MDA. Los resultados del tratamiento de sequia demostraron similar
comportamiento en los materiales Si611 (Ml 'y MR), Si1704 ¥ S1-921 (MR), ya que el
primero presentd menor indice de MDA y mayor peso seco con respecto al NR 51,
mientras que en los Gltimos dos, el comportamiento fue inverso. Sin embargo, esta
tendencia no fue observada en todos los materiales evaluados. Una posible explicacion

puede estar relacionada con el momento de la toma de muestra, ya que las mayores
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diferencias en el contenido de MDA entre individuos se observan a las 48 o 72h de
comenzado el ensayo de estrés (Lanza Castelli et al., 2010; Tommasino et al., 2012; Lopez
Colomba et al., 2013).

En las progenies de los materiales evaluados (S;), también se observaron
diferencias en sus respuestas al estrés hidrico para el indice de FRAP y proteinas totales.
En cuanto al FRAP, la técnica cuantifica la capacidad reductora de los compuestos
antioxidantes contenidos en un extracto vegetal (Ou et al., 2002), por medio de la
reduccion del hierro (Benzie y Strain, 1996). Los resultados obtenidos muestran
diferencias en los valores de FRAP, con respecto al material NR 51. Algunos materiales
presentaron el mismo indice en el contenido de FRAP y mayor dafio en MDA, aunque,
también se observaron materiales con menor indice de FRAP y mayor, menor o igual dafo
cuantificable mediante MDA. Estos resultados no permiten dilucidar si el mismo o el
menor indice en el contenido de FRAP se debe a que los compuestos antioxidantes estan
siendo utilizados para disminuir las EAO o si el sistema de defensa no alcanza a
controlarlas (Ou et al., 2002; Sanchez-Rodriguez et al., 2010). Para asegurar este
comportamiento en los materiales se deberia analizar la relacion entre el glutation reducido
y oxidado en cada condicidn, ya que es uno de los principales componentes del sistema de
defensa no enzimatico (Noctor y Foyer, 1998; Lascano et al., 2001). Con respecto a
proteinas, la técnica empleada no permite discriminar si la variacion en el contenido total
que se observa en algunos materiales respecto al testigo NR 51, se debe a una sintesis de
novo o al clivaje de las mismas (Bradford, 1976). Por lo tanto, si bien se detect6
variabilidad en FRAP y proteinas totales en los materiales evaluados (S;), para esclarecer
el comportamiento de estas dos variables se deberian realizar otros ensayos tendientes a

evaluar los cambios fisioldgicos asociados a la adaptaciéon al estrés hidrico.

Con respecto a la etapa mas factible para realizar el proceso de seleccion, el
material S;.43112 €stuvo en contacto con el agente osmotico durante induccion de callos
embriogénicos (MI) y el Si;g11 en ambos medios (Ml y MR). Ningin material
seleccionado durante regeneracion (MR) evidencid mejor comportamiento. Estos

resultados sugieren que la presion de seleccion con manitol, al menos, debe realizarse en
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induccién de callos embriogénicos. Si bien cualquier fuente o proceso morfogenético es
susceptible a expresar variacion somaclonal (Bairu et al., 2011), una posible explicacién a
estos resultados puede estar relacionada con lo que sucede en el explanto durante la etapa
de induccion. Al respecto, cuando las anteras son colocadas en el MI se observa
desdiferenciaciéon y proliferacion desorganizada de células que crecen hasta formar un
callo (Capitulo 3). Estos procesos son claves en la variacion somaclonal; ya que pueden
inducir alteraciones en las células que generan inestabilidad (Karp, 1995). Adicionalmente,
se sugiere que algunos cambios genéticos que se observan en plantas regeneradas in vitro

provienen de la fase de callo (Phillips et al., 1994).

115



CONCLUSIONES

Se confirma la presencia de variabilidad en plantas regeneradas in vitro de
buffelgrass, puesto que el fenotipo de plantas regeneradas (Ri), como los caracteres
morfologicos y fisiologicos evaluados en sus progenies (S;) tienen un comportamiento

diferencial respecto al material dador de anteras.
El manitol incorporado en el proceso de seleccion in vitro y utilizado como agente
de seleccion genera un estrés osmotico en el medio de cultivo que permite obtener

materiales tolerantes para caracteres asociados al estrés hidrico.

La etapa de induccion fue la méas sensible al tratamiento con 100 mM de manitol

para la generacion de variacién somaclonal.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo revel6 que la constitucion genética de la coleccion activa de
germoplasma de buffelgrass [Pennisetum ciliare (L.) Link syn. Cenchrus ciliaris L.] esta
representada por una amplia gama de citotipos tetraploides y aneuploides. La identificacion
de materiales con diferentes nimeros de cromosomas confirmé la diversidad genética que
se encuentra en la especie y en la coleccion activa a campo de buffelgrass. El estudio
proporciona un conocimiento indispensable para los mejoradores que utilicen y/o requieran
trabajar con los diferentes genotipos apomicticos de la coleccién activa de germoplasma
del IFRGV (INTA-CIAP).

Se demostrd que las anteras pueden ser utilizadas como un explanto alternativo para
regenerar plantas, via embriogénesis somatica, en tres genotipos apomicticos de
buffelgrass. En dos de los genotipos, el sistema de regeneracion in vitro es eficiente, tanto
como otros sistemas utilizados para obtener plantas en buffelgrass. Este hallazgo requiere
profundizar el conocimiento, indagando la respuesta embriogénica en los demas genotipos
apomicticos. En particular, las anteras podrian ser utilizadas como un explanto para

recuperar cierta eficiencia de regeneracion en materiales considerados como recalcitrantes.

En dos genotipos apomicticos de buffelgrass se detectd un grupo de plantas
regeneradas in vitro (R;) con variacion somaclonal; puesto que presentan modificaciones
en el contenido de ADN nuclear e incluso la pérdida de un cromosoma. Ademas, los
materiales regenerados in vitro presentan variabilidad en los perfiles moleculares y en el
fenotipo. Finalmente, las progenies (S;) de dos de estos materiales regenerados (Si-t4 Y S1-
t32), como de otros escogidos de un proceso de seleccidén in vitro, presentaron un
comportamiento diferencial respecto al material dador de anteras, tanto en caracteres

morfoldgicos como fisiologicos.

Si bien es dificultoso evaluar todas las plantas regeneradas in vitro a campo, el

trasplante de los materiales regenerados (Ri) a una parcela experimental y la
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implementacién de marcadores morfologicos es un buen criterio para detectar cambios

debido a la variacién somaclonal.

En una de los genotipos apomicticos de buffelgrass, el proceso de seleccion in vitro
con manitol permitié identificar materiales tolerantes (S;) en caracteres asociados con
tolerancia al estrés hidrico. Cuando se utiliz6 100 mM de manitol como agente osmético
en el Ml o en ambos medios (Ml y MR), se identificaron dos materiales con mayor altura,
peso fresco (en uno de ellos) y peso seco al finalizar el tratamiento de sequia. Estos
materiales, como otros que presentan caracteristicas morfoldgicas diferentes al material
apomictico dador de anteras, podrian ser incorporados en un programa de mejoramiento

genético de buffelgrass.

El estudio realizado en la presente tesis sirve de base para futuras lineas de

investigacion, las cuales deberian estar orientadas a:

Evaluar el comportamiento de las sucesivas progenies (S, y S3) de los materiales
seleccionados in vitro, como también de otros que presentaron cambios morfol6gicos

respecto al material utilizado como dador de anteras.

Utilizar el sistema de seleccion in vitro para obtener materiales con un
comportamiento diferencial en diversos cultivares comerciales o0 en otras genotipos

apomicticos introducidas de buffelgrass.
Explorar el sistema de regeneracion y seleccion in vitro para la obtencidon de

materiales con un comportamiento diferencial en otros estreses abidticos, como por

ejemplo estres por frio o salino.
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CAPITULO 7

ANEXO
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Tabla 7.1. Cebadores, secuencias de nucledtidos (Sec. de nucl.), temperaturas de

hibridacion (Temp.) y tamafio de bandas (Tam. band.) generadas por los cebadores ISSRs

utilizados para la diferenciacion molecular en plantas regeneradas in vitro de buffelgrass.

N° Cebadores Sec.denucl. Temp. Tam. band.
1 17899 (CA)s AG 55°C + BSA > 3000 - 350
2 AE, (CA); G 55°C 1400 - 100
3 D12 (GA)s CG 55°C + BSA 2900 - 200
4 D14 (CAC);GC  52°Cyb55°C -

5 HB13 (GAG); GC  52°C + BSA 3000 - 200
6 HB14 (CTC);GC  55°C + BSA 700 - 400
7 ISSR1IC (AG)sY™ 55°C 1800 - 100
8 ISSRIE (AG)s; GG 52°C + BSA 550 - 180
9 ISSR4 (GA) T 55°C + BSA 1500 - 220
10 ISSR8C (AG)s Y*T  55°C +BSA 3000 - 200
11 ISSR9E  (GATC); GC 55°C + BSA 3000 — 250
12 ISSR9C (AG)s Y*C  55°C + BSA 1800 - 250
13 RAF16 (GACA), 52°C + BSA > 3000 - 250
14 RAF4 (GA) T 55°C 2300 - 400
15 RAF9 (CAA); 55°C + BSA 3000 - 280
16 UBC816 (CA)sT 55°C + BSA 2500 - 250
17 UBC825 (AC)sT 55°C + BSA 2000 - 180
18 UBC827 (AC);G 55°C > 3000 - 250
19 UBC834 (AG)sCT 55°C + BSA 1800 — 200
20 UBCB840A (GA)sCT 55°C 3000 - 180
21 UBC840B (GA)sTT 52°C + BSA 2000 - 200
22 UBC850 (GT)gY*C  55°C 1500 - 300
23 UBC861 (ACC)s 52°Cy55°C -

24 UBC863 (AGT)s 52°Cy55°C -

25 UBC864 (ATG)s 55°C + BSA 2000 - 180
26 UBC865 (CCG)s 52°Cy55°C -

(*) Y=TIC

Tabla 7.2. Andlisis de coordenadas principales (EMD) de siete perfiles moleculares

generados con veintidds cebadores ISSRs en plantas regeneradas in vitro de buffelgrass,

obtenido a partir de la transformacion (sqrt(1-S)) del indice de similitud de Jaccard.

Proporcion Proporcion de
Componente | d . :
rincipal Valor  de varianza varianza
P (%) acumulada (%)
CP1 5 42 42
CP2 2 21 62
CP3 2 20 82

125



8 s Eassi iRy

[

= EERNEEMEEE ¥ ¥

Fig. 7.1. Deteccion de variabilidad genética utilizando ISSRs en plantas regeneradas in
vitro de buffelgrass. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % del producto de PCR obtenido
con los siguientes ISSRs: (A) 17899, (B) AE,, (C) D12, (D) HB13, (E) HB14 y (F)
ISSR1C. MM: Marcador de peso molecular (100 pb Plus DNA Ladder, Thermo
Scientific). C: ADN de planta dadora de anteras (NR 51). Calles 1 al 6: ADN de 6 plantas
regeneradas in vitro de buffelgrass. H,O: Control negativo (mix de la PCR menos el ADN

molde de la planta en estudio).
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Fig. 7.2. Deteccion de variabilidad genética utilizando ISSRs en plantas regeneradas in
vitro de buffelgrass. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % del producto de PCR obtenido
con los siguientes ISSRs: (A) ISSR1E, (B) ISSR4, (C) ISSR8C, (D) ISSR9E, (E) ISSRIC y
(F) RAF16. MM: Marcador de peso molecular (100 pb Plus DNA Ladder, Thermo
Scientific). C: ADN de planta dadora de anteras (NR 51). Calles 1 al 6: ADN de 6 plantas
regeneradas in vitro de buffelgrass. H,O: Control negativo (mix de la PCR menos el ADN

molde de la planta en estudio).
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Fig. 7.3. Deteccion de variabilidad genética utilizando ISSRs en plantas regeneradas in
vitro de buffelgrass. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % del producto de PCR obtenido
con los siguientes ISSRs. (A) RAF4, (B) RAF9, (C) UBCB816, (D) UBC825, (E) UBC827 y
(F) UBC834. MM: Marcador de peso molecular (100 pb Plus DNA Ladder, Thermo
Scientific). C: ADN de planta dadora de anteras (NR 51). Calles 1 al 6: ADN de 6 plantas
regeneradas in vitro de buffelgrass. H,O: Control negativo (mix de la PCR menos el ADN

molde de la planta en estudio).
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Fig. 7.4. Deteccion de variabilidad genética utilizando ISSRs en plantas regeneradas in
vitro de buffelgrass. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % del producto de PCR obtenido
con los siguientes ISSRs: (A) UBC840A, (B) UBC840B, (C) UBC850, (D) UBC864. MM:
Marcador de peso molecular (100 pb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific). C: ADN de
planta dadora de anteras (NR 51). Calles 1 al 6: ADN de 6 plantas regeneradas in vitro de
buffelgrass. H,O: Control negativo (mix de la PCR menos el ADN molde de la planta en

estudio).
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