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Resumen

Los objetivos de este trabajo fueron: Desarrollar materiales a partir de especies con genoma
B (Arachis ipéensis y A. williamsii) mediante cruzamientos interespecificos reciprocos para
incorporar a planes de mejoramiento del mani cultivado / Arachis hypogaea y determinar la
homologia gendémica entre las especies parentales, mediante la evaluacion del
comportamiento meiético de los hibridos F1. Los cruzamientos fueron realizados en
invernaculo durante el periodo de floracion de las plantas mediante la castraciéon de las
flores de los progenitores femeninos durante la tarde, y a la mafiana siguiente, la
polinizacion de las mismas. Luego de la cosecha de los frutos se evaluaron los resultados
de los cruzamientos para cada progenitor femenino y se realizé ademas la caracterizacion
morfoldgica de frutos y semillas. La germinacion de las semillas permitié la obtencién de
plantulas F1. La identificacion de los hibridos fue realizada mediante el calculo de la
viabilidad del polen y el analisis del comportamiento meiético de los hibridos F1 determiné la
homologia gendmica entre las especies parentales.

Los cruzamientos realizados permitieron la obtencion de hibridos interespecificos
reciprocos. El andlisis de las células madres del polen en diacinesis revel6 la presencia de
65,7% células con 10Il (10 bivalentes), constituyendo una evidencia de la alta homologia
genomica entre estas especies de Arachis. Ademas se reveld6 la presencia de
irregularidades desde Profase | a Telofase Il que darian lugar a la formacién de microsporas
aneuploides, explicando la disminucién de la viabilidad de polen. Estos materiales diploides

obtenidos son promisorios para planes de mejoramiento genético del mani cultivado.
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Introduccion

El género Arachis comprende 82 especies
nativas de América del Sur distribuidas en
nueve secciones taxonomicas. Dentro de
la seccién Arachis, las especies presentan
diferentes tipos gendémicos, A, B, D, F, Gy
K. El mani cultivado (Arachis hypogaea L.)
es una de las leguminosas comestibles
mas cultivada a nivel mundial, y segun el
Ministerio de Agroindustria de la Nacion,
Argentina es uno de los principales

productores/exportadores con una
produccién de 609 mil toneladas anuales.
A pesar del potencial productivo del mani
y el posicionamiento actual de Argentina
como productor/exportador, su cultivo se
encuentra poco desarrollado debido a la
susceptibilidad del cultigeno a mdltiples
factores bidticos y abiéticos relacionados
fundamentalmente a la estrecha base
genética de los cultivares (Raina et al.,
2001) y a la baja utilizacion de los
recursos genéticos para su mejoramiento.
Los parientes silvestres de A. hypogaea,
con tolerancia a multiples estreses,
constituyen fuentes irreemplazables de
diversidad genética para el mejoramiento
del cultigeno, sin embargo su utilizacion
esta limitada por incompatibilidad de
cruzamientos. Harlan & de Wet (1971)
propusieron el concepto de pool génico
(PG) para definir las relaciones entre los
cultivos y las especies afines que podrian
ser Utiles a los mejoradores y genetistas
que aspiran a utilizar estos recursos

genéticos en mejoramiento del cultivo.
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Estos autores asignaron varios recursos

genéticos a los tres PG basandose en la
facilidad de hibridizacion con la especie
cultivada en estudio: pool génico primario
(PG-1), secundario (PG-2) y terciario (PG-
3). PG-1 incluye germoplasma que puede
hibridizado,

locales,

ser facilmente por ej.

cultivares, razas germoplasma
elite. PG-2 contiene especies que pueden
ser cruzados con PG-1 sin mayores
inconvenientes en la fertilidad de la F1, de
modo que la transferencia de genes desde
especies del PG-2 hacia cultivares es
posible. PG-3 es el grupo mas alejado de
las especies cultivadas, por lo que
hibridos entre especies de los PG-1 y PG-
3 frecuentemente requieren técnicas de
rescate de embriones. Arachis ipaénsis
Krapov. & W.C. Gregory con constitucion
gendémica BB (Robledo & Seijo, 2010) es
considerado uno de los progenitores mas
probables de A. hypogaea, AABB (Seijo et
al., 2004, 2007) presenta resistencia a la
mancha foliar tardia, (Cercosporidium
personatum Berk. & M.A. Curtis Deighton),
y a la roya del mani (Puccinia arachidis
Speg.) (Pande & Rao, 2001). Por otra
& W.C.

Gregory, también BB, es resistente a

parte, A. williamsii Krapov.
Cylindrocladium parasiticum Crous, M.J.
Wingfield & Alfenas (Tallury et al., 2011),
hongo que afecta en mayor medida la
del

resistencias presentes en estas especies

parte subterranea cultivo. Las

serian de interés para ser incorporadas al

mani cultivado. Una estrategia muy
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utilizada es el premejoramiento, es decir,
transferencia o introgresion de genes
desde fuentes de germoplasma no
adaptado a materiales mejorados, por lo
que la identificacion de una especie con
alta homologia con el genoma B de A.
hypogaea es relevante para el éxito de los
programas de mejora donde se realiza
introgresion (Cunha et al.,, 2008). El
analisis del apareamiento de los
cromosomas en la meiosis de hibridos
interespecificos es una metodologia muy
utilizada (Fernandez & Arbo, 2000) para
medir el grado de homologia entre los
genomas parentales, por lo que, si se
detecta formacion de bivalentes (1) y el
hibrido es fértil, se puede inferir que existe
homologia genomica entre las especies
cruzadas. Por otro lado, las
irregularidades meiéticas observadas en
el hibrido serian una estimacion de las
diferencias génicas y/o estructurales que
poseen las entidades
(Poggio et al., 2010).

progenitoras

Objetivos

Teniendo en cuenta lo planteado en las
lineas anteriores, en esta tesina se
propuso desarrollar nuevos materiales
(hibridos interespecificos) mediante la
realizacion de cruzamientos
interespecificos  reciprocos entre A.
ipaénsis y A. williamsii que puedan ser
incorporados a programas de
mejoramiento, y ademas analizar el

comportamiento meiético de la progenie
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hibrida F1 obtenida a fin de determinar el
grado de homologia genémica existente
entre las entidades.

Materiales y Métodos

Las especies parentales utilizadas fueron:
A. ipaénsis y A. williamsii, obtenidas de la
coleccion de germoplasma del IBONE.
Para la obtencion de plantas de las
especies parentales, se colocaron
semillas en germinadores, luego de la
germinacion las plantulas  fueron

trasplantadas a macetas aptas para llevar

a cabo los cruzamientos (Fig. 1).

Figura 1. Germinacién y trasplante de
individuos  parentales. A 'y B.
Crecimiento de plantulas en frascos
individuales con vermiculita; C. Trasplante
de individuos a macetas aptas para los
cruzamientos en el invernaculo de
Arachis.

Los cruzamientos se realizaron en el
periodo de floracién de las plantas, que
incluyen los meses de noviembre a abril y
consistieron en: castracion de las flores
del parental femenino en el estado de
botén floral y polinizacion de las flores

castradas con granos de polen del
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parental masculino (Fig. 2). La castracion
se realizé en una serie de pasos que inicié
con la eliminacion del sépalo libre de la
flor, la separacion de los pétalos hasta
encontrar la quilla que envuelve al
androceo y gineceo, la eliminacion de la
misma para liberar las estructuras
reproductoras y, por ultimo, la extraccién
de los cuatro estambres y estaminodios
que rodean al gineceo. Finalmente el
gineceo fue colocado en su posicion
original y los pétalos acomodados de la
misma forma que se encontraban en el
botdn sin castrar. La polinizacién de las
flores castradas se realiz6 entre las 7:00 y
10:00 hs de la mafiana siguiente. Estas
flores, tanto cerradas como abiertas,
fueron polinizadas colocando
de

masculinos (conteniendo en su interior el

la quilla

proveniente los progenitores
polen) sobre el estilo y estigma con la
ayuda de una pinza (Fig. 3; A-F). Los
cruzamientos realizados fueron
identificados con etiquetas referenciadas
con numero de cruzamiento y fecha de
polinizacion; los clavos (i.e. estructura
formada por la elongacion de la base del
ovario luego de la fecundacion, que lleva
en su extremo el o los 6vulos fecundados)
fueron marcados con broches de plastico
sobre la rama que antecedia a cada uno

(Fig. 3; G-I).

\

Y\

Asociacién de Universidades

GRUPO MONTEVIDEO

&3 UNCUYO

o7 .

NACIONAL DE CUYO

17, 18 y 19 de octubre de 2018

Figura 2. Castracion y polinizacién de
individuos parentales. A. Botén floral del
parental femenino dia antes de su
apertura; B. Remocion del sépalo de la
flor, C. Extraccion de estambres vy
estaminodios; D. Quilla proveniente del
progenitor masculino, conteniendo el
polen; E y F. Insercién de la quilla sobre
estigma  del botén castrado; G.
Esterilizacion de la pinza utilizada; H.
Marcado de los clavos elongados
provenientes de los cruzamientos; |I.
Etiquetado de los las flores polinizadas
indicando fecha y nimero de cruzamiento.

Luego del periodo de fructificacion vy

culminacion del ciclo anual de las plantas,
gue incluyeron los meses de junio-julio del
2017, se procedi6 a la cosecha volteando
las macetas con tierra y buscando los
frutos de forma manual o de ser necesario
tamizando la tierra con un tamizador de
pie.
teniendo en cuenta la especie progenitora

Los frutos fueron identificados

femenina utilizada en el cruzamiento
(Arachis

conservados

ipaénsis o A. williamsii) y
de
Germoplasma del Instituto de Botéanica del

en el Banco
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Nordeste hasta su utilizacion y analisis en
el laboratorio. Se analiz6 el nidmero de:
cruzamientos realizados, clavos
producidos, frutos cosechados, semillas
por fruto y total de semillas producidas, y
se calculé el porcentaje de fructificacion.
Se realiz6 ademas la caracterizacion
morfoldgica de los frutos y las semillas,
(largo y ancho en mm, peso en gr y

textura del epicarpio).

En el mes de agosto, se colocaron en
germinadores individuales 20 semillas de
cada cruzamiento reciproco. (Fig. 3) La
identificacion de los individuos hibridos se
realizd mediante el andlisis de la viabilidad
del polen, considerando que los hibridos
intragendmicos muestran valores de
viabilidad del polen entre el 25 % y el 70

% (Burow et al., 2009).

Figura 3. Obtencion de plantulas hibridas.
A. Semillas desinfectadas con fungicida;

B. Germinadores mantenidos en
condiciones favorables; C. Semillas
germinadas; D. Plantulas obtenidas en
frascos individuales con vermiculita; E.
Trasplante a macetas definitivas.
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Para detectar el grado de homologia entre

las especies cruzadas se analizdé el
comportamiento meiético de 3 individuos
hibrida. Los

preparados cromosomicos se realizaron a

por cada combinacion

partir de las anteras de botones florales
jévenes, frescos o fijados en alcohol:
acido acético (3:1), se colorearon con
orceina lacto-propidnica y se analizaron
con microscopio 6ptico. Para determinar la
viabilidad del polen se utilizé la técnica de
carmin-glicerina  1:1. Se realizaron
preparados con tres botones florales
maduros para cada individuo, a partir de
las 4 anteras grandes de cada botén y se
consideraron viables los granos de polen
que presentaron el citoplasma
uniformemente tefiido. Finalmente, para
cada muestra analizada, la viabilidad del
polen se calculd6 como el porcentaje
promedio de granos viables/total de

granos de polen analizados.

Resultados y Discusion

Se realizaron un total de 377 castraciones
de los parentales femeninos y 352
cruzamientos. SoOlo el 34,94% de los
cruzamientos realizados produjeron
clavos. Se cosecharon un total de 53
frutos en la maceta del parental femenino
A. williamsii, mientras que fueron 74 los
hallados en la maceta del parental
femenino A. ipaénsis. El porcentaje de
fructificacion fue de 22,7 % para A.
williamsii y 41,8 % para A. ipaénsis y el
porcentaje medio de éxito de los
cruzamientos fue de 48,74% (Fig. 4)
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Efectividad de los cruzamientos
100%
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A. williamsii A. ipaensis

m Cruzamientos con clavos Cruzamientos sin clavos

Figura 4. Eficiencia en la produccién de
clavos en ambas especies parentales.

Se ha demostrado que en cruzamientos
intergendmicos el porcentaje de éxito de
los cruzamientos es menor, variando de
20,9% (Garcia, 2015) a 20,83% (Favero et
al., 2006), por lo que el porcentaje hallado
en el presente trabajo constituye una
evidencia de la homologia genémica entre
las especies estudiadas. El mayor nimero
de clavos producidos cuando A. ipaénsis
actué como parental femenino
demostraria que esta especie es mas
eficiente como madre. Asi mismo, en
cuanto a las caracteristicas morfoldgicas
estudiadas, los frutos hibridos presentaron
mayor longitud y ancho que los frutos
parentales y cuando se utilizd6 a A.
ipaénsis como parental femenino los
valores fueron mayores en las tres
variables, misma relacion observada en
las semillas producto de los cruzamientos
A. ipaénsis x A. duranensis (Garcia,
2015).Tras la germinacion de las semillas
se obtuvieron 10 plantas de A. ipaénsis x
A. williamsii 'y 12 del cruzamiento
reciproco. El andlisis de la viabilidad del
polen demostré6 que se obtuvieron 14
hibridas,

plantas mientras que las
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restantes resultaron ser producto de

autofecundacion. La viabilidad del polen
de los individuos autopolinizados oscil6
entre 90% y 97,3%, por lo que, teniendo
en cuenta el criterio utilizado para la
identificacion, fueron descartados de los

analisis.

El analisis del comportamiento mei6tico se
realiz6 en 3 individuos hibridos producto
de los cruzamientos A. ipaénsis x A.
williamsii y 3 individuos producto del
cruzamiento reciproco. Dicho andlisis
incluy6 el comportamiento meidtico desde
profase | hasta telofase Il y las
asociaciones cromosomicas halladas en
metafase |. En individuos pertenecientes a
ambos cruzamientos se observd Ia
formacion de 10 Il en metafase | como
configuracibn mas predominante, con
valores que oscilaron entre 8,40 a 9,93.
Sin embargo fue posible observar otras
configuraciones como: 31V + 4ll, 2IV + 6lI,
11V + 8ll, ol + 21, 8l + 41 y 8lI+11+1l
(Fig. 5).

Los datos disponibles en Arachis sobre
apareamientos cromosOmicos en meiosis
muestran que la formacion de bivalentes
en las metafases de los hibridos
intragendmicos es generalmente superior
al 9,5 (de los 10 previstos), mientras que
en hibridos intergendmicos, es inferior a
7,5 (Tallury et al., 2005). Por lo tanto, el
namero de bivalentes formados en la F1
del cruzamiento entre A. ipaénsis y A.
williamsii y su reciproco refleja valores

esperados para una F1 intragenomica, lo
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gue evidencia que estas especies

presentan homologia cromosomica.

Figura 5. Asociaciones cromosomicas
halladas en diacinesis y metafase | de
los individuos hibridos, A-C: A.
ipaénsisx A. williamsii; D-G: reciproco. A:
101l; B: 1IV + 8II; C: 2IV + 6ll; D: 10 II; E
8l + 4l; F: 8l + 11l + 1I; G: 11V + 8ll.
Flecha amarilla: tetravalentes; flecha roja:
trivalente; flechas celestes: univalentes.

El analisis del comportamiento
cromosOmico de 1679 CMPs observadas
desde Metafase | hasta Telofase Il reveld
un promedio de 43,9% de células con
irregularidades meidticas. La comprension
del comportamiento meidtico tanto de las
especies  seleccionadas para los
programas de mejoramiento, como de los
hibridos intra o interespecificos acrecienta
las posibilidades de cruzamientos exitosos
(Martins et al., 2010), y el desarrollo de
materiales promisorios para programas de
mejoramiento. Las irregularidades que
més frecuentemente se han detectado
fueron: cromosomas fuera de placas en
Metafase | y Il, cromosomas fuera de
nucleos

nucleos teloféasicos,
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desbalanceados en la segunda division
meidtica y citomixis en la mayoria de las
fases. Ademas, se han encontrado
puentes

anafasicos y  residuales,

cromosomas rezagados y con
segregacion precoz, husos tripolares,
nucleos de restitucion, microndcleos,
multiples ndcleos de diferentes tamafios,
entre otros (Fig. 6). Estas irregularidades
llevan a la generacibn de gametos
desbalanceados lo que afectaria la
viabilidad del polen (Adamowski et al.,
2005). En trabajos de hibridacién de A.
ipaensis x A. duranensis, los resultados
obtenidos evidencian que las
irregularidades meidticas consistentes en
la persistencia de puentes y la formacion
de husos tripolares serian los mecanismos
meidticos involucrados en la formacion de
los gametos no reducidos (Garcia, 2015).
Esto concuerda con la ocurrencia de
macrogranos 2n detectados en nuestros
andlisis, y posibilidad de que éstos
podrian tener su origen a partir de las
diversas aberraciones halladas. Otras
anormalidades observadas fueron la
presencia de micronucleos en Profase Il y
Telofase I, cromosomas precoces Yy
rezagados en la meiosis | y cromosomas
no integrados a las placas ecuatoriales.
Estas irregularidades darian lugar a
nacleos desbalanceados y en
consecuencia llevarian a la formacion de

granos de polen no viables.
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2n (para los cuales se considerd un rango
de tamafo entre 43,5 y 51,9um), pero no
se hallaron macrogranos 4n (tamafio
superior a 52um) en estos individuos. A
pesar de que la variedad de
irregularidades  encontradas en los
individuos, la viabilidad del polen en
ambos casos no se vio alterada

significativamente

Tabla 1. Tipos morfologicos y viabilidad
de los granos de polen de 6 individuos
hibridos de A. ipaénsis x A. williamsii y
su reciproco.

Figura 6. Irregularidades meidticas
halladas en CMPs en los individuos
hibridos, A-F: A. ipaénsisx A. williamsii; B o— m
G-L: reciproco. A: Metafase | con .
cromosomas fuera de placa y Anafase |
con rezagados; B: Anafase | con puente;
C: Citomixis en Metafase |; D: Profase Il
con nucleos desbalanceados; E: Metafase
[l con cromosomas fuera de placa; F:
Telofase Il con 7 nucleos; G: Citomixis en
diacinesis; H: Metafase | con cromosomas
fuera de placa; I: Telofase | con puente; J:
Telofase Il con nucleo de restitucion; K:
Profase Il con nucleo de restitucion; L:
Profase 1l con citomixis + nucleo
desbalanceado.

61,72 537 30,47 69,53

2793 55,14 1,90 : 5,58 37,38 62,62
2540 64,96 098 | 6.06 28 72

2723 59,09 0,26 : 7.27 33,38 66,62
2847 58,90 1,23 ’ 418 3569 64,31
2640 60,15 083 i 852 30,50 69,50

Abreviaturas: n= ndamero de granos de
polen analizados por individuo hibrido,
No= granos de polen normales, Ma=
macrogranos, Tr = granos de polen de
tamafio reducido, Viab.= Viabilidad del
Polen.

Las muestras analizadas de los individuos
producto de los cruzamientos presentaron
una alta viabilidad del polen, variando
entre 62,6 y 72 %. Esto concuerda con la
alta produccion de granos viables de
diferentes tamafos; los mismos fueron

identificados como granos coloreados de

tamanfio normal (55,14-64,96%),
macrogranos 2n (0,26-2,44%) y granos de
tamafio reducido (4,18-8,52%) (Tabla 1 y ° 4
Fig.7 A, Cy D). . . -
Figura 7. Tipos morfologicos de granos de
Ademés, todos los individuos hibridos po|en observados en los hibridos
analizados fueron productores de gametos analizados. A: grano de polen normal; B:
. grano de polen inviable; C: grano de polen
no reducidos, se observaron macrogranos de tamario reducido; D: macrograno 2n.
= %\
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Conclusiones
Los cruzamientos realizados entre A.
ipaensis y A. williamsii permitieron el
desarrollo de materiales diploides con
elevada formacion de bivalentes y alta
viabilidad del

materiales promisorios para planes de

polen, siendo estos
mejoramiento genético de mani cultivado.
El analisis del comportamiento meidtico de
los hibridos obtenidos, asi como el estudio
de la viabilidad de los granos de polen
evidencian que A. ipaénsis y A. williamsii
presentan genomas homoélogos y se
confrma para ambas especies la
constitucion gendémica BB. Por ultimo, las
irregularidades observadas desde Profase
| a Telofase Il darian lugar a la formacion
de

responsables de la disminucion de la

microsporas aneuploides,
viabilidad del polen, asi como la presencia
de puentes anafasicos, remanentes y los
husos tripolares serian responsables de la

formacion de gametos 2n.
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