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RESUMEN

La hibridacién interespecifica se emplea para incorporar caracteres deseables en el
germoplasma cultivado. En la UN de Rio Cuarto se desarroll6 germoplasma de triticale
(trigo x centeno) y tricepiro (triticale x trigopiro). Este trabajo se organiz6 en dos capitulos.
En el primero, se analizé el nivel de ploidia y el comportamiento meiético de dos tricepiros y
un triticale obtenidos en la UN de Rio Cuarto, y de una linea de triticale introducida. En el
segundo se estudié el nivel de ploidia y se realizo el recuento de microndcleos/tétrada (MxT)
de seis lineas segregantes de tricepiro obtenidas a partir de tres triticales como progenitores
femeninos y dos trigopiros como progenitores masculinos. En primer lugar, se determing el
numero de bivalentes en la meiosis de células madres de granos de polen y posteriormente se
compararon mediante pruebas t. El analisis de lineas avanzadas mostrd que los genotipos de
tricepiro demostraron un mayor rango de variacion de los bivalentes en la meiosis de células
madres de granos de polen, registrando diferencias significativas al compararlos con los de
triticale. Se observaron cromosomas retrasados en ambos tricepiro, probablemente debido a
la mayor cantidad de genomios en estos anfidiploides. Los genotipos de triticale demostraron
mayor estabilidad citol6gica ya que no presentaron anormalidades en meiosis. En las lineas
segregantes de tricepriro, y en funcion del recuento de bivalentes en la meiosis de células
madres de granos de polen, la linea C94/528 se diferenci6 de Cumé y Eronga cuando se
utiliz6 a Don Noé como progenitor masculino, y solo con Cumé cuando se utilizé a SH16. El
recuento de MxT registré diferencias significativas entre los trigopiros solo cuando se utiliz6
como progenitor femenino a Eronga. El triticale C94/528 como progenitor femenino
presento significativamente una menor cantidad de microndcleos que Eronga 'y Cumé cuando
se utilizé a SH16 como padre. Las diferencias, indicarian un comportamiento distinto de los
triticales como progenitores femeninos, mientras que los trigopiros se mostraron ser méas

estables como progenitores masculinos. Todos los materiales son hexaploides.

Palabras clave: Estabilidad Citoldgica; Bivalentes; Micronucleos.
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SUMMARY

Interspecific hybridization is used to incorporate desirable characters into the cultivated
germplasm. In the UN of Rio Cuarto, triticale (wheat x rye) and tricepiro (triticale x
trigopiro) germplasm were develop. This work was carried out in two chapters. In the first,
the level of ploidy and the meiotic behavior of two tricepiros and a triticale obtained in the
UN of Rio Cuarto, and of a triticale line introduced. In the second, the ploidy level was
studied and the micronucleus/tetrad (MxT) count of six segregating tricepiro lines obtained
from three triticals as female progenitors and two trigopires as male progenitors. First, the
number of bivalents in the meiosis of stem cells of pollen grains was determined and then
compared by t-tests. The analysis of advanced lines showed that the tricepiro genotypes
showed a greater range of variation of the bivalents in the meiosis of stem cells of pollen
grains, registering significant differences when compared to triticale. Delayed chromosomes
were observed in both tricepiro, probably due to the greater amount of genomia in these
amphidiploids. Triticale genotypes showed greater cytological stability as they did not show
abnormalities in meiosis. In the tricepriro segregant lines, and as a function of the bivalent
count in the meiosis of pollen grain stem cells, the C94 / 528 line differed from Cumé and
Eronga when Don Noé was used as the male parent, and only with Cumé when SH16 was
used. The MXT count recorded significant differences among trigopiros only when used as a
female progenitor to Eronga. Triticale C94 / 528 as a female progenitor had significantly
fewer micronucleus than Eronga and Cumé when SH16 was used as the parent. Differences
would indicate a different behavior from triticals as female progenitors, whereas trigopiros

were more stable as male progenitors. All materials are hexaploids

Key words: Cytological stability; Bivalent; Micronucleus



INTRODUCCION

La diversificacion de cultivos en los agroecosistemas actuales, es un factor que
contribuye a asegurar la produccién y balancear racionalmente los componentes de los
mismos, por lo que es necesario disponer de nuevos y mejores cultivares (Ferreira et al.,
2007). Ante la escasa oferta forrajera de las gramineas perennes durante el invierno y la
necesidad de emplear cultivos estacionales en las cadenas forrajeras, los investigadores

vieron la necesidad de realizar estudios en especies invernales (Ferreira et al., 2007).

Uno de los principales estudios, capaz de contribuir con esto, es la hibridacion
interespecifica e intergenérica, especialmente en las triticeas, debido a que la hibridacion
dentro de esta tribu tiene gran importancia tanto para la sintesis y el mejoramiento de nuevos
cultivos, como para dilucidar las relaciones entre especies y su composicion gendmica
(Ferreira et al., 2007).

Asi es como hace més de veinte afios comenzaron a desarrollarse en nuestro pais
programas de mejoramiento de nuevas forrajeras de invierno. La bulsqueda de estas
variedades, llevé a evaluar especies hibridas con potencial para complementar o competir
con los cereales tradicionales, por aportar forraje fresco o diferido, 0 como grano de buena
calidad (Ferreira et al., 2007).

El primer caso concreto de hibridacién intergenérica es el del triticale (Triticosecale
Wittmack), resultante del cruzamiento entre Triticum aestivum x Secale cereale. El objetivo
inicial del mejoramiento de este hibrido a nivel mundial estuvo enfocado en el rendimiento y
la calidad de grano, mientras que en Argentina prevalecié una orientacién hacia la obtencion
de cultivares forrajeros, justificado en su momento por la vigencia de los sistemas pastoriles.
La experimentacion con este cultivo se inicid hacia la década del '60 y en los afios *70 se
incorporaron en la tarea de mejoramiento de las Universidades Nacionales de Rio Cuarto y
de Cordoba (Badiali y Lovey, 2001), en donde se han obtenido cultivares forrajeros

priorizando la produccidn de biomasa vegetativa (Ferreira y Szpiniak, 1994).

En cuanto a sus usos, ademas del consumo directo como forraje y henificado, ciertas
variedades utilizadas en dietas de terminacion de parrilleros y en cerdos en engorde
obtuvieron excelentes resultados productivos, en especial los cultivares de alto contenido
proteico que permitieron reducir la cantidad de harina de soja en la mezcla alimenticia
(Estevez et al., 1999 ).

Otro ejemplo de hibridacion intergenérica, mas reciente, lo constituye el tricepiro

resultante de la combinacion de Triticum L., Secale L. y Agropyron, a través de
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cruzamientos entre triticales y trigopiros (Triticum L. x Thinopyrum A. L6ve); este es motivo
de investigacion y desarrollo tanto por las potenciales recombinaciones gendémicas que se
pueden obtener como por su productividad, rusticidad y valor nutritivo (Ferreira y Szpiniak,
1994; Ferreira et al., 2007).

Si bien sus potenciales usos son mayores a los del hibrido triticale, el tricepiro tiene
escasa difusion, ya que al combinar tres especies, con diferentes modos de reproduccién, se
produce esterilidad inicial. Es necesario mucho trabajo de mejoramiento para estabilizarlo,
sin embargo, es una linea de investigacion muy interesante por el potencial que tiene en

cuanto a la rusticidad invernal y al uso para pastoreo directo (Ferreira et al., 2007).

En la mayoria de los paises productores de carne, los granos constituyen la base de la
alimentacion del ganado (44% de la produccion agricola mundial), mientras que en
Argentina la principal fuente de alimento la constituyen los pastizales nativos y las especies
forrajeras cultivadas (60% y 10% de la superficie, respectivamente) que representan la
principal ventaja econémica de la produccién pecuaria del pais (Diaz et al., 2004).

Es necesario continuar con el estudio y mejoramiento de estas especies hibridas y
asegurar estabilidad gendmica de las mismas, para alcanzar el maximo potencial que permita

promover su uso e inclusion en las cadenas forrajeras invernales.

El mejoramiento genético convencional ha tenido un gran impacto en el incremento
del rendimiento, la calidad y la resistencia a plagas y enfermedades en cereales y oleaginosas
pero en las especies forrajeras los progresos han sido significativamente menores,
especialmente en lo referido al rendimiento (Diaz et al. 2004). Esto obedece a varios
factores, como por ejemplo, un proceso mas reciente de domesticacion, la complejidad de
objetivos, entre ellos el aumento en la produccion de semillas sin disminuir la produccién de
biomasa, problemas reproductivos, problemas de mercado y las menores inversiones
realizadas en el area de investigacién para mejoramiento genético. Sumado a esto, y no
menos importante, cabe mencionar el nivel de ploidia elevado de los cultivos forrajeros
(desde tetraploides a decaploides) lo que refleja una mayor complejidad en la expresion de
los caracteres de interés agronémico, dificultando la seleccion clonal para la obtencion de

variedades sintéticas (Diaz et al., 2004).

A pesar de estas dificultades, entre 1950 y 1960 se obtuvo en Argentina un elevado
numero de cultivares de especies forrajeras, muchos de los cuales son aun utilizados. Para
ello se seleccionaron genotipos de ciertas especies exoticas adaptados a las condiciones
locales (Diaz et al., 2004).



En nuestro pais, hacia el afio 1972, se inici6 en Universidad Nacional de La Pampa el
desarrollo de germoplasma de tricepiros obtenidos de dos cruzas artificiales de triticale x
trigopiro y ademas se identifico un hibrido natural. Luego de varias generaciones de
seleccion, una de las lineas mas promisorias se registré como cultivar con el nombre “Don
René INTA”, sin embargo y a pesar de los afios de seleccion aun mantiene diversidad

fenotipica (Ferreira et al. 2007).

A mediados de la década de 1990, el mejoramiento genético comenzd nuevamente a
aportar materiales para reemplazar a los tradicionales y se inscribieron nuevos cultivares,
producto de la domesticacion de especies nativas y la generacion de anfiploides artificiales.
Un ejemplo de esto fue el desarrollo de germoplasma de Tricepiro en la Universidad
Nacional de Rio Cuarto, empleando triticales hexaploides y trigopiros octoploides (Ferreira'y
Szpiniak, 1994, Ferreira et al. 2007). Cabe recalcar que la ploidia inicial de las cruzas y las
diferentes contribuciones gendmicas sugieren que, aln después de varias generaciones, los
tricepiros pueden tener inestabilidad cromosdmica, desérdenes meiéticos y diferencias de
fertilidad entre cruzamientos (Ferreira et al., 2007). Al evaluar una cruza es aconsejable
examinar ademas de los progenitores, la F1, la F2 y las siguientes generaciones segregantes

(Poggio y Naranjo, 1997).



HIPOTESIS

e Entriticale y/o tricepiro el conteo cromosémico se estabiliza en lineas avanzadas.
e En generaciones tempranas de tricepiro existen diferencias en anormalidades

mei6ticas cuando se utilizan distintos parentales en los cruzamientos.

En funcion de las hipdtesis planteadas, el siguiente trabajo se organizd en dos
capitulos, cada uno con sus respectivos objetivos. El primer capitulo se basé en el analisis
citogenético de lineas avanzadas de triticales y tricepiros, mientras que el segundo capitulo
hace hincapié en el estudio citogenético de genotipos segregantes de tricepiros.



CAPITULO I

CITOGENETICA CLASICA EN LINEAS AVANZADAS DE TRICEPIRO Y
TRITICALE

OBJETIVOS

a. Realizar conteos de bivalentes durante la meiosis de lineas avanzadas de triticales y
tricepiros.
b. Determinar el nivel de ploidia de lineas avanzadas de triticales y tricepiros.

c. Comparar la estabilidad citologica entre triticales y tricepiros.

MATERIALES Y METODOS

e Los genotipos utilizados fueron dos triticales: C94/528 y Genl HA; y dos tricepiros:
53 x Hor./6 y 65 x Hor./4, todos lineas avanzadas con posibilidades de ser
registradas como cultivares.

e Se determind el nimero de cromosomas y el nivel de ploidia, mediante el recuento
de bivalentes en el apareamiento cromosomico de preparados meiéticos. Ademas, se
determinaron anomalias durante la meiosis | para estudiar la estabilidad citol6gica de
los materiales.

e Los preparados meidticos se realizaron con células de anteras de flores inmaduras,
extraidas de espigas previamente fijadas en alcohol absoluto—acido acético en
proporcién 3:1 durante 24 h, a temperatura ambiente, a las que luego se les volco el
fijador y se les agreg6 alcohol 70° y se conservaron a 5-6° C (Ferrari, 2004), y se
confeccionaron mediante aplastado y tincién con carmin acético.

e Aproximadamente 50 meiocitos de cada material, permitieron el conteo de
bivalentes. Para comparar los valores medios se realizd una prueba t-Student. Los
andlisis estadisticos se realizaron con el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2016).



RESULTADOS Y DISCUSION

Con los preparados meidticos obtenidos de las lineas avanzadas de triticales y
tricepiros se determind el nimero cromosoémico por medio del recuento del nimero de
bivalentes de células madres de polen (1I/CMP). El nivel de ploidia de estas lineas resultd en
6x (hexaploides; 2n=42). El anlisis descriptivo de los datos se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Valores medios, coeficiente de variacion, minimos y maximos del nimero

cromosémico en lineas avanzadas de triticales y tricepiros. Rio Cuarto, Cérdoba. 2016.

Coeficiente Valor Valor
Linea n Variable Valor medio de L L
... | minimo | maximo
Variacion
0 ; 20 15 24
53 x Hor /6 59 N° de bivalentes 9
N° cromosomas 40 30 48
0 i 20 18 21
65 x Hor /4 46 N° de bivalentes 5
N° cromosomas 40 36 42
0 i 21 19 22
C 94/528 49 Ne de bhivalentes 3
N° cromosomas 42 38 44
0 i 21 19 21
Geni HA 48 Ne de bhivalentes 3
N° cromosomas 42 38 42

La comparacion del nimero de cromosomas entre los materiales mostré diferencias
estadisticas significativas, que podrian interpretarse como distinta estabilidad mei6tica entre
lineas avanzadas de triticale y tricepiro (Cuadro 2). Esas diferencias, podrian explicarse por
la mayor cantidad de genomios intervinientes en los tricepiros, y probablemente debido a
una mayor presencia de irregularidades. En estos hibridos confluyen genomios provenientes
de especies con diferentes modos de reproduccion y genomas que tienen tiempos meidticos
diferentes y funcionan en el citoplasma de trigo (Lacadena, 1970). Ademas, se observo
mayor rango de variacion de los bivalentes por células madres de polen en los tricepiros
(Figura 1).

Cuadro 2: Comparacion entre tricepiros y triticales del nimero de bivalentes por célula

madre de polen. Rio Cuarto, Cordoba. 2016

Especie N° de bivalentes [ Minimo [ M&ximo |T Significancia
Tricepiro 20 15 24

-2,93 *x
Triticale 21 19 22

Ref.: ns: No Significativo; *: Significativo al 5%; **: Significativo al 1%; ***: Significativo al 1%o.
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Figura 1: Valor medio y Desvios Estandar de bivalentes por célula madre de polen para

tricepiros y triticales. Rio Cuarto, Cérdoba. 2016.

Se observaron cromosomas retrasados en ambos tricepiros analizados, registrandose

con mayor presencia en 65 x Hor./4 (Figura 2).

Figura 2: a) Genotipo 65 x Hor./4: anafase I, cinco pares de cromosomas retrasados
ubicados en el plano ecuatorial celular. b) Genotipo 65 x Horv./4: anafase |, tres pares de
cromosomas retrasados, ubicados en la parte superior de la célula.

Del total de células observadas no se encontraron cromosomas retrasados u otras

anomalias en todas, sino que se registraron de forma reiterada en tricepiros (Figura 3).



Figura 3: a) Genotipo 53 x Hor./6: conteo de figuras bivalentes. b) Genotipo 65 x Hor./4:

conteo de figuras bivalentes.

Cabe destacar, la reiterada observacion de cromosomas retrasados en este hibrido y
también la repetida aparicion de formaciones de puentes entre cromosomas, triadas y

univalentes, como se muestran en las figuras 4 y 5.

Figura 4: Genotipo 65 x Hor./4 en diacinesis: cromosomas aglomerados en la regién basal,
en formacion de cadena hacia el centro, formacion en “flor”, en el margen superior derecho,

en ambas células.




Figura 5: Genotipo 65 x Hor./4: Formacion anormal de una tétrada, formacion en “Triada”.

Para la linea 53 x Horv./6, a pesar de una menor presencia de cromosomas retrasados,

también se observaron anomalias como cromosomas con puentes (Figura 6).

Figura 6: a) anafase I: tres pares de cromosomas retrasados en la regién ecuatorial,

cromosomas con puentes en la region superior. b) anafase I: dos pares de cromosomas

retrasados en la zona ecuatorial, cromosomas con puentes en la region central.

Por otra parte, los triticales mostraron mayor estabilidad citolégica, basados tanto en
una escasa observacion de cromosomas retrasados como en que no se observaron

anormalidades en meiosis (puentes, univalentes, malformaciones de cuartetas) (Figura 7).

Figura 7: a) Genotipo Genu HA: conteo de figuras bivalentes sin anormalidades, 21 11/CMP.
b) Genotipo C94/528: conteo de figuras bivalentes sin anormalidades, 21 1I/CMP.

El andlisis citologico de células madres de granos de polen, y posterior
individualizacion de figuras en diacinesis, permite determinar el nimero cromosémico. Por

ejemplo, aplicando esta metodologia, Guillen (2005) presentd por primera vez los nimeros



cromosomicos de Asplenium ulbrichtii var. Serratodentatum, diploide (2x=72) y de
Asplenium triquetrum, tetraploide (2n=4x=144). De la misma manera, para Dasylirion
cedrosanum el analisis citologico mostro la formacion de 19 bivalentes, concordando con el

numero somatico de cromosomas ya estudiado (2n=2x=38) (Hernandez, 2013).

Por otra parte, y al igual que lo observado en el desarrollo de este trabajo, es de
esperar que esta técnica indique anomalias cromosémicas presentes en los hibridos bajo
estudio. En estudios realizados en hibridos obtenidos de Nicotiana tabacum L. x Nicotiana
megalosiphon, se encontré que los genotipos anfiploides (2n=38; 2n=62) mostraron
irregularidades en diferentes fases de la meiosis, lo que determind baja viabilidad del polen y
caracteristicas morfolégicas de estructuras florales y granos de polen diferentes a sus
progenitores (Rodriguez, 2012).

Ademas del estudio de anomalias cromosémicas, otros datos podrian aportar a la tarea
de seleccion de lineas para utilizarse en cruzas con fines de mejoramiento. Por ejemplo,
observaciones de la morfologia de las anteras para establecer como maduran dentro de una
espiga asi como la velocidad con que se cumple cada fase reproductiva en cada linea,

podrian utilizarse para establecer la duracién del ciclo para lineas con diferentes propdsitos.

Si bien esta informacion no hace al objetivo de esta investigacion, puede utilizarse
como base para proyectar nuevos trabajos de investigacion, dirigidos al mejoramiento de

hibridos interespecificos.

CONCLUSIONES

Es posible establecer el nimero cromosémicos en lineas avanzadas de triticales y

tricepiros mediante el recuento de bivalentes en células madre de polen.
El nivel de ploidia de los anfiploides artificiales se establecié como 6x (2n=42).

La comparacion de la estabilidad citoldgica entre triticales y tricepiros, permite inferir
que los primeros son mas estables citologicamente, a pesar de presentar el mismo nivel de

ploidia.
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CAPITULO II

ESTUDIO CITOGENETICO DE GENOTIPOS SEGREGANTES DE TRICEPIROS

OBJETIVOS

a) Realizar conteos cromosomicos de materiales segregantes de tricepiros.
b) Determinar anomalias y posibles pérdidas de ADN durante la meiosis de materiales

segregantes de tricepiros obtenidos por distintos cruzamientos.

MATERIALES Y METODOS

e Se utilizaron seis tricepiros primarios en Fg obtenidos a partir de tres triticales
utilizados como progenitores femeninos:
» Linea C94/528 (CIMMYyT): 2n=6x=42
» Cultivar Cumé (UNRC): 2n=6x=42
» Cultivar Eronga (INTA): 2n=6x=42
y dos Trigopiros como progenitores masculinos
» Don Noé (INTA): AABBDDJJ; 2n=8x=56
> SH 16 (INTA): A°A°BBD?DJJ; 2n=6x=42

e Los andlisis meioticos (recuento de bivalentes y determinacién de anomalias en el
apareamiento cromosémico) se realizaron con las técnicas detalladas en Materiales y
Meétodos del Capitulo I.

e Los materiales fueron analizados citol6gicamente mediante el indice mei6tico (Love,
1984) que mide la estabilidad meidtica a través de la presencia de anormalidades en
las cuartetas. Para ello se observaron 100 cuartetas por genotipo. Para comparar los
valores medios de los materiales estudiados se realiz6 una prueba t-Student. Los
andlisis estadisticos se realizaron con el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

El conteo del nimero de bivalentes en la meiosis de células madres de polen
(II/CMP), para cada tricepiro primario, permitié determinar el nivel de ploidia de los

genotipos.
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Si bien cada progenitor masculino (trigopiros) intervienen con diferente nimero de
genomios (Don Noé=2n=8x=56; SH 16=2n=6x=42), en estas triticeas se observd una

marcada tendencia a estabilizarse en el nivel hexaploide.

Al analizar el nimero de bivalentes de las cruzas, no se observaron diferencias
significativas en funcion del efecto de los trigopiros como progenitores masculinos

considerando sus diferencias de ploidia (Cuadro 3 y Figura 8).

Cuadro 3: Comparacion del numero de bivalentes por célula madre de polen, para cada

tricepiro primario en funcion del efecto de los trigopiros. Rio Cuarto, Cérdoba. 2016.

Progenitor Progenitor . o —
Femenino Masculino N° de Bivalentes T Significancia
94/528 Don Noé 19,9 + 8,20 197 s
SH 16 20,26 = 5,80 ’
D : +
cumé on Noé 20,83+ 4,21 082 s
SH 16 20,69 = 3,30
Don Noé 20,73+ 4,50
Eronga 0’34 ns
SH 16 20,65 £ 6,19

Ref.: ns: No Significativo; *: Significativo al 5%; **: Significativo al 1%; ***: Significativo al 1%o.

Figura 8: a) Genotipo 94/528 x Don Noé: célula en diacinesis con 21 bivalentes; b)
Genotipo Cumé x SH 16: célula en anafase | tardia, con cromosomas retrasados en el plano
ecuatorial.

Al analizar los triticales como progenitores femeninos, se observaron diferencias
significativas en el recuento de bivalentes. Asi, la linea C94/528 se diferencié de Cumé y
Eronga cuando se utiliz6 a Don Noé como progenitor masculino; mientras que sélo lo hizo
con Cumé cuando se cruz6 con SH16 (Cuadro 4). Las diferencias observadas indican una
cierta inestabilidad gendémica de C94/528, principalmente con Don Noé; debido

probablemente a la mayor cantidad de genomios intervinientes.
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Cuadro 4: Comparacion del numero de bivalentes por célula madre de polen, para cada
tricepiro primario en funcion del efecto de los triticales. Rio Cuarto, Cérdoba. 2016.

Progenitor Progenitor o . - .
Masculino Femenino N° de Bivalentes T Significancia
94/528 19,90 £ 8,20
_3,5 *kk
Cumé 20,83+4,21
Don Nog 94/528 19,90 + 8,20 301 -
Eronga 20,73+ 4,50
Cumé 20,83 +4,21 0,52 ns
Eronga 20,73+ 4,50
+
94/52,8 20,26 £ 5,80 25 o
Cumé 20,69 + 3,30
94/528 20,26 = 5,80
H1 -1
SH 16 Eronga 20,65 + 6,19 o8 ns
: 20,69 + 3,30
Cume 0,23 ns
Eronga 20,65 + 6,19

Ref.: ns: No Significativo; *: Significativo al 5%; **: Significativo al 1%; ***: Significativo al 1%o.

Por otra parte, las comparaciones del nimero de bivalentes por célula madre de polen
entre Cumé y Eronga, no indican diferencias significativas con respecto a los dos trigopiros

utilizados como progenitores masculinos.

Al estudiar el comportamiento meidtico, se observo la presencia de cromosomas

retrasados al utilizar la linea C94/528 (Figura 9).

Figura 9: Genotipo C94/528 x Don Noé: célula en anafase | tardia, con cromosomas
retrasados en el plano ecuatorial.

Las diferencias en el nimero de bivalentes y el comportamiento meidtico inestable
que se observo al utilizar al triticale C94/528 en los cruzamientos, indican de que esta linea
no seria conveniente en cruzamientos para la obtencion de lineas productoras de grano, esto
debido a que la reduccién de la fertilidad podria deberse a disturbios meidticos tales como la

presencia de univalentes en metafase I, cromosomas retrasados y puentes en anafase | y Il, que
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finalmente se manifiestan como micronucleos en las cuartetas y pueden producir gametos
aneuploides (Tarkowski, 1968; Scoles y Kaltsikes, 1974; Ganum, 2009).

Al medir la estabilidad mei6tica a través del indice Meidtico, se observd que no

existen diferencias significativas que permitan distinguir el efecto de los trigopiros como

progenitores masculinos o de los triticales como progenitores femeninos (Cuadros 5y 6)

Para todos los cruzamientos se observé al menos un micronlcleo por cuarteta (Cuadro

7'y Figura 10).

Cuadro 5: Comparacion de trigopiros, respecto a un mismo triticale, en funcion del indice
Meiotico. Rio Cuarto, Cordoba. 2016.

Progen'ltor Progenl'tor indice Mei6tico T Significancia
femenino Masculino
Don Noé 1+0,07
94/528 on Noe 051£00 -0,34 ns
SH 16 0,55+ 0,18
] Don Noé 0,35+0,13
Cume SH 16 0,40+ 021 0,38 ns
Don Noé 0,51+ 0,20
Eronga 0,52 ns
g SH 16 0,43+ 025

Ref.: ns: No Significativo; *: Significativo al 5%; **: Significativo al 1%; ***: Significativo al 1%o.

Cuadro 6: Comparacion de triticales, respecto a un mismo trigopiro, en funcion del indice
Meiotico. Rio Cuarto, Cordoba. 2016.

Progenitor

Progenitor

. - indice Meidtico T Significancia
masculino femenino
94/528 0,51 + 0,07 185 s
Cumé 0,35+0,13 ’
94/528 0,51 + 0,07
D N 7 1 1
on Noe Eronga 0,51 + 0,20 0.00 ns
A +
Cumé 0,35+0,13 134 s
Eronga 0,51+ 0,20
94/528 0,55+ 0,18
Cumé 0,40+ 021 0.84 ns
94/528 0,55+ 0,18
SH 16 -1,17 ns
Eronga 0,43 +0,25 ’
4 +
Cumé 0,40+ 0,21 0.14 s
Eronga 0,43+0,25

Ref.: ns: No Significativo; *:

Significativo al 5%; **: Significativo al 1%; ***: Significativo al 1%o.
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Cuadro 7: Valor medio, desvio estandar, rango de variacion de microndcleos por tétrada,

para cada tricepiro. Rio Cuarto, Cérdoba. 2016.

Progenitor Progenitor . Desvio | Rango de
. . Valor medio 2 N
Femenino Masculino estandar | variacion

Don Noé 1,84 2,22 0-7

94-528 SH 16 1,25 1,56 0-6
Eronaa Don Noé 1,61 2,49 0-9
g SH 16 2,57 1,83 0-11
cumg Don Noé 2,38 2,23 0-10
SH 16 1,8 2,67 0-7

Figura 10: Tétradas con micronucleos. a) Eronga x SH16; b) 94/528 x Don Noé¢; ¢) Cumé x
SH16; d) Eronga x Don Noé.

La alta variabilidad en el nimero de micronucleos registrada para cada una de las
cruzas, requirié de una transformacion de los datos. De acuerdo a lo observado cuando se
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analizo el nimero de bivalentes por célula madre de polen, se esperaba que las lineas en las
que se utiliz6 C94/528 presentaran mayor cantidad de micronucleos por cuarteta debido al
comportamiento meidtico inestable que mostro esta linea, pero los resultados obtenidos no se
correspondieron con los esperados (Cuadro 8).

Cuando se analiz6 a los trigopiros como progenitores masculinos en las cruzas, se
encontraron diferencias significativas cuando se compard Eronga x Don Noé y Eronga x SH
16; no asi para las demas cruzas, donde no se observé diferencias significativas (Cuadro 8).

Cuadro 8: Comparacion de progenitor masculino respecto a un mismo progenitor femenino
en funcidn de la cantidad de microndcleos/tétrada. Rio Cuarto, Cérdoba. 2016.

Progenitor femenino | Progenitor Masculino microndcleos/tétrada T Significancia
94/528 Don Noé L19 1,17 ns
SH 16 0,90 '

Don Noé 1,66

Cumé ’ 1,25 ns
- SH 16 132
Don Noé 1,01

Eronga -2,67 faled
SH 16 1,74

Ref.: ns: No Significativo; *: Significativo al 5%; **: Significativo al 1%; ***: Significativo al 1%o.

Por otra parte, los resultados fueron distintos cuando se compar6 la cantidad de
microndcleos/tétrada considerando a los triticales como progenitores femeninos. En las
cruzas con Don Noé, las diferencias significativas se observaron cuando se compararon
Cumé y Eronga como progenitores femeninos, pero no se encontraron diferencias

significativas cuando se compararon C94/528 con Cumé y con Eronga.

Para las cruzas en las que se utilizo SH16 como progenitor masculino, se registraron
diferencias significativass cuando se realiz6 la comparacion de la cantidad de
microndcleos/tétrada entre C94/528 y Eronga, como para la comparacién entre C94/528 y

Cumé; no asi para Cumé y Eronga, la cual no registré diferencias significativas (Cuadro 9).
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Cuadro 9: Comparacion de triticales, respecto a un mismo trigopiro, en funcién la cantidad
de micronucleos/tétrada. Rio Cuarto, Coérdoba. 2016.

Prog. Masculino Prog. femenino microndcleos/tétrada T Significancia
94/528 1,19 138 s
Cumé 1,66 ’
Don Noé 94/528 119 0,59 ns
Eronga 1,01
Cumé 1,66 235 x
Eronga 1,01
94/528 0,90 P .
Cumé 1,32
94/528 0,90
H1 : -3,47 falaied
SH16 Eronga 1,74 3
: 1,32
Cume -1,56 ns.
Eronga 1,74

Ref.: ns: No Significativo; *: Significativo al 5%; **: Significativo al 1%; ***: Significativo al 1%o.

A diferencia del estudio del nimero cromosomico de las lineas mencionadas, puede

observarse que al determinar presencias de microndcleos en cuartetas, se evidencia un mayor

efecto desestabilizador en las cruzas en las que se hace participe al trigopiro SH 16 como

progenitor masculino, encontrdndose las mayores diferencias estadisticas donde antes no las
habia (C94/528 x SH 16 vs. Eronga x SH 16) (Figura 11).

Figura 11: a) Genotipo 94/528 x SH 16: Tétrada sin microndcleos. b) Genotipo Eronga x
SH 16: Tétrada con hasta seis micronucleos facilmente identificables.
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Cuando participa de Eronga en las cruzas, se observo una alta estabilidad en recuentos
de bivalentes, pero la presencia de anomalias como univalentes y retrasos cromosoémicos, es

aun mayor que las observadas en el resto de las cruzas.

Es posible que mediante mecanismos de reincorporacion de ADN, propios de cada
celula, se amortigien los efectos de los retrasos cromosémicos, motivo por el cual seria
conveniente continuar con la investigacion de estos materiales en instancias posteriores, es
decir germinacion y produccién de granos, con el objetivo de obtener datos complementarios
que permitan correlacionar variables y a su vez, permitan un estudio mas completo sobre
estos genotipos. En este sentido, podria correlacionarse que proporcion de los retrasos
cromosémicos, durante la anafase I, forman microntcleos cuando se analizan tétradas con el
objetivo de estudiar qué proporcién de ADN de las especies involucradas se pierde (Fradkin,
2009).

La relacion existente entre la fertilidad de la espiga y alteraciones cromosémicas es de
dificil demostracion sobre todo en los poliploides, ya que existen muchos factores genéticos
y ambientales que interactlian, ademas de las irregularidades mei6ticas, pero debe tenerse en
cuenta que cuando las deficiencias cromosémicas no se hallen correlacionadas con el
nimero de granos, no se detectara correlacion entre las anomalias mei6ticas y la fertilidad
(Moraes Fernandes, 1982).

Las correlaciones simples, ampliamente utilizadas en la investigacion de los
componentes del rendimiento, no siempre resultan suficientemente informativas acerca de la
relacion funcional entre componentes de diferente jerarquia y producto final (Mariotti,
1986). Diversos trabajos concuerdan en que las pérdidas de ADN durante la meiosis, se
evidencian inicialmente a través de retrasos cromosomicos, y a posteriori por la presencia de

microndcleos en las Cuartetas (Moraes Fernandes, 1982; Rodriguez, 2012).

En estudios realizados en hibridos obtenidos de Nicotiana tabacum L. x Nicotiana
megalosiphon, se encontr6 que los genotipos anfiploides mostraron irregularidades en
diferentes fases de la meiosis, lo que determiné baja viabilidad del polen y caracteristicas
morfoldgicas de estructuras florales y granos de polen diferentes a sus progenitores
(Rodriguez, 2012).

La estabilidad citolégica varia con el nimero de generaciones postcruzamiento, ain en
F-, algunos tricepiros tienen inestabilidad meidtica, con produccion de gametos masculinos
aneuploides, y seguramente también femeninos, los que normalmente trasmiten las
aneuploidias en mucho mayor proporcion que los masculinos. En ocasiones, los resultados

son diferentes si se comparan las anormalidades y la fertilidad en generaciones segregantes
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tempranas, entre o dentro de lineas homocigotas avanzadas o lineas con diferentes

genealogias (Ganum, 2009).

Ademas, observaciones no sistematizadas indican que tanto en triticales y tricepiros
producidos en la UNRC, como en el material de cria, se mantienen irregularidades meioticas
y fertilidad reducida respecto a su valor potencial, la que se expresa en mayor o menor
medida segun las condiciones climéticas de cada afio (Grassi et al., 1997).

En trabajos anteriores, se analizé el nivel de ploidia, la estabilidad citoldgica y la
fertilidad de los tricepiros segregantes obtenidos, observandose diferencias entre las cruzas
en cuanto a fertilidad, donde se verificd intermedia pero significativa relacion de esta

variable con los caracteres citolégicos (Ferreira et al., 2007).

CONCLUSIONES

Las lineas segregantes presentan nivel de ploidia hexaploide (6x=2n=42), inclusive
aquellas obtenidas con el trigopiro octoploide.

El estudio de cuartetas de células madres del polen permitid concluir que las
diferencias observadas indicarian un comportamiento diferencial de los triticales como
progenitores femeninos, mientras que los trigopiros como progenitores masculinos, se

presentan con mayor estabilidad.
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CONCLUSIONES GENERALES

El conteo de bivalentes en células madres de polen permitié determinar el ndmero
cromosomico y el nivel de ploidia de triticales y tricepiros. Los mismos coincidieron en los
materiales de lineas avanzadas como en generaciones tempranas de tricepiros estudiados, sin
embargo los conteos cromosémicos se estabilizaron en las lineas avanzadas. Por otro lado,
las lineas avanzadas de triticales se observaron citoldgicamente mas estables que las lineas

avanzadas de tricepiros.

La mayor cantidad de genomios intervinientes en los tricepiros, podria explicar la
mayor cantidad de anomalias meiédticas que las presentes en hibridos en los que intervienen
un nimero menor de especies. Los tricepiros primarios estudiados, se comportaron
citologicamente diferentes al evaluarse el efecto de cada triticale utilizado como progenitor
femenino, mientras que no se observé lo mismo al evaluar a cada trigopiro como progenitor
masculino, considerando el nimero de bivalentes por célula madre de polen y la cantidad

de micronucleos por cuartetas.
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