Determinacion de la Variacion I[soenzimatica
en Progenies de Eragrostis curvula (Schrad.) Nees.

ABSTRACT

The knowledge of the reproductive biology of a species Is
Important for genetic improvements. in lovegrasses, cultivars
are apomlctics and sexuallty Is not frequent. Having shown that
‘Kroemdraal’ presents certain variabllity within cultivars, it Is
necessary to establish whether thisis due to clane mixtures or the
existence of sexual reproduction. The objective of this work s to
determine the existence of Isozymatic variation In progenies of
the *Kromdraai”® cultivar. The exlstence os Isozyme variation in
13 progenles were examined using electrophoretic technliques
and the revelation of esternse and peroxldase enzimes. It obser-
ved that most of the progenles, shout 20 plants, did not present
variation In the electrophoretic patterns. In four progenies varia.
tiens in the Isoenzymatic patterns were observed. With these
results, it Is possible to Infer that the ‘Kromdraai® cultlvar is
composed of facaltative apomletic genotypes.

Key words: Polymorphlsm, Isozyme, apomixis, sexuality,
tovegrasses, Eragrostis curvala.

INTRODUCCION

ragrostis curvila (Schrad.) Nees, Hamado
vulgarmente pasto llorén, es una graminea
perenne, de clima templado cdlido, originaria
de las regiones central y meridional de Africa. En
Argentina, se cultiva en dreas subhtimedas y semidri-
das, y cubre una superficie de 700 000 ha, principal-
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COMPENDIO

EI conacimiento de la blologla reproductiva de una especie
s impertante para su mejoramiento genético. En pasto Herdn, Iy
mayor parte de los cultivares sen apomicticos y Ia sexualidad es
poce frecuente. Habiéndose demestrade que el cultivar
Kromdrani presenta cierta varlabilidad Intracultivar, se planten
la aecesidad de conocer st la misma se debe a una mezels de
clones, o sl existe reproduccién sexual. El objetivo de este trabajo
esdeterminar [a existenciadevariacton Isoenzimdticn en progenies
correspondicntes al cuitivar Kromdraal. Se analizaron 13
progenies de Kromdraai utifizando técnicas de electroforesis y
revelado de Ias enzimas: esterasas y peroxidasas. Se observé gue
ta gran moyoris de [as progenies representadas por unus veinte
plantas, nopresentaron variacion enjos patrones electroforéticos.
En cuatro pragenles se produjeron variantes en tos patrones iso-
enzimdticos. Con estosresultados, esposibieinferir que el cultivar
Kromdraat estd compuesto por gendtipos apomicticos facullati-
vos.

Palabras claves: Pollmorfirmos iseenzimdticos, apomixis,
sexualidad, pasto Hordn (Eragrostis curvula)

mente en la regidn pampeana. Asimismao, se calculaen
mis de cincomillones de hectireas la superficie del pafs
apta para su cultivo (4). Sus principales cualidades son:
rusticidad, longevidad y capacidad paraconsolidarsucios
aerosionables; por lo que cs an recurso forrajero de
extraordinario valor,

Existen numerosas varicdades botdnicas de pasio
llorén, y tipos intermedios entre ellas, de tos que sc han
seleccionado los cultivares comerciales (6).

Como en muchas gramineas forrajeras, la opomi-
xis es el modo de reproduccién predominanie. La
mayor parte de los cultivares son poliploides apomicti-
cos, en los cuales la sexualidad es poco frecuente. Esta
modalidad reproductiva provoca que la progenic de una
planta sea de constitucion genética idéntica; por eso, fos
distintos coltivares de esta graminea son notablemente
uniformes.
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El mecanismo apomictico es diplosporia seguida
de pseudogamia (11).

El descubrimiento de sexualidad y apomixis facul-
tativa (13, 14, 15) abri6 una nucva perspectiva para el
mejoramiento genético mediante 1a hibridacidén, que
permite combinar cualidades de 1as distintas variedades
botdnicas (16). Lasexualidad se detecta por laexistencia
de variabilidad en la descendencia, va sea de caracleres
morfoldégicos en pruebas de progenie, o por medio de
andlisis citoldgicos de desarrollo det saco embrionario.
Brix (1) utiliz6 ambos métodos para analizar a varia-
cién presentada por el cultivar Kromdraai, la que se
asocid con apomixis facuitativa.

Smith (9) demostrd variacidn isoenzimadtica en
progenies de Panicum maximum, ung graminea apo-
mictica facultativa. La electroforesis de isoenzimas es
una técnica, rdpida y sencilia, para la deteccidn de
variabilidad en progenics, las cuales pueden ser anali-
zadas en un estadio precoz. En pasto llordn, esta técnica
ha permitido caracterizar cultivares mediante patrones
isoenzimaticos, y cuantificar la variabilidad existente
dentrode ellos (5,7, 8). Uno delos cultivares con mayor
variacion isoenzimética fue Kromdraai, pues no pucde
ser asignado a una variedad botdnica en particular, El
origen de la variabilidad podria ser la reproduccidn
sexual, como lo seftalado por Brix {1), o consistir en una
mezcla de clones apomicticos. El analisis de planitas
individuales permitiria caracterizar el modo de repro-
ducciéndeeste cultivar. En caso de tratarse de genotipos
apomiclicos, Sus progenies presentarian el mismo patrén
isoenzimdtico. Los gendlipos con reproduccidn sexual
mostrarian descendientes con patrones isoenzimdticos
polimdrficos.

Ei objetivo de este trabajo fue determinar la
existencia de variacidn isoenzimélica en progenies del
cv. Kromdraai, para identificar gendtipos con
reproduccién sexual o apomicticos facultativos. Estos
gendtipos podrian incluirse en esquemas de hidridacidn
y, asi, contribuir al mejoramicnto del pasto llordn,

MATERIALES Y METODOS

El material utilizado consistid en 13 progenies del
cultivar Kromdraai representadas cada una por 20
plantas. La semilla se obtuvo de la primera cosecha de
la poblacién original del cultivar Kromdraai. La siem-
bra fue realizada en macetas mantenidas en invernicu-
lo. Elcorte se realizd desde que la planta presenté de tres
a cuatro hojas, hasta su completo desarrollo. Se cortd

una seccidn foliar de 10 cm de largo, y se maceré enun
mortero con 150! de buffer utilizado para hacer el gel,
mis 20 mg de arena. El extracto obtenido se absorbiden
rozos de papel Whatman ndm. 3 (6 x 7 mm); que
provenia de una toalla de papel con el fin de evitar el
malerial particulado.

El gel se preparé, en unacdmara de 12cmx 18 cm
x 0.6 cm, utilizando almiddn hidrolizado sigma (lote 98
F(.045) al 12%, mds 220 m! de baffer adecuado, segin
el sistema gel-electrodo empleado.

Los exiractos se sometieron a la eleciroforesis para
separar las enzimas peroxidasas (PER) y esterasas
(EST).

Se utilizaron los siguientes sistemas de buffer gel-
electrodos {10): sistema I (buffer del gel: 15 mM trig-
citrico pH 7.8; buffer de electrodos 0.3 M borato de
sodio pH 8.6); sistema I1 (buffer del gel: 65 mM histi-
dina-citrico pH 5.7; buffer de electrodos: 9 mM histidi-
na-citrico pH 3,7, Los extractos foliares de las isoenzi-
mas de PER fueron separados porel sistemal, y las BST,
con el sistema I

En ambos sistemas los extractos absorbidos en
papel Whatman se sembraron en ranuras praticadas a
45 m (Sistema I} y 2 6.5 cm (Sistema II) det borde
catddico del gel,

En todas las corridas clectroforélicas se sembraron
18 muestras y un testigo. Se aplico una corriente de 20
mA durante 3:50 h (Sistema D) y 16 mA ¢n 330 h
(Sistema II), manteniendo el gel refrigerado. Lacorrida
se concluyd, cuanto el frente avanzo 9 cm desde lalinea
de siembra.

El revelado de las isoenzimas se efectud con técni-
cas estandarizadas: EST. (EC. 3.1.1.), (12): 100 mi de
buffer 0.1 M tris-CIH pH 6.0, mas 5 mg de Fast Garnet
GBC, con el agregado de 25 mg de alfa naful acetato,
disuelto en 1 ml de agua destilada. E1 gel se incubd a
37°C en la oscuridad durante 3 h PER (EC.11.1.7),
(10): 10 m] de buffer 0.1 ml de acetato de sodio pH 4.5,
mas el agrepado de 28 mg de 3-amino-9 etilcarbazol
disueltos en 2 ml de dimetilformarnida. EI gel se reveld
a temperatura ambiente agregandose en ¢l momento
perdxido de hidrégeno al 3 por ciento.

Los criterios los fendtipos isoenziméticos fueron la
presencia o ausencia de bandas, 1a distancia migracio-
nal, v la coloracidn fijada en tres intensidades: fuerte,
intermedia, y débil.
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RESULTADOS

Con 1a aplicacién de los sistemas electroforéticos
1y II, se obtuvo una buena resolucién de bandas de
peroxidasas, asi como, distintos patrones de bandeo
(Fig. 1 y 2). Las esterasas presentaron mayor nitidez

mediante el sistema 1.

| P I r |Q i

Flg. 1. Patrones de isoenzimas de peroxidasas, obtenidas con el
Sistemal: ) progenie 1 mostrando dos fenélipos distintos; b)
progenie 10 con dos fendipos diferentes, o muestra 7
pertenece al testigo; cyprogenie 7 con tres fendtipos distintos.

Con 1a ntilizacion de un testigo, se manifiestaron
diferencias en la intensidad de coloracidn entre las
distintas corridas. Fstas diferencias se observaron de
manera m4s acentuada en la zona “B” de esterasas,
mientras que la zona “A” presentd una coloracién mds

| M |
Fig. 2. Patrones de isoenzimes de peroxidasas, obtenidas con el
Sistema I; Ias muestras pertenceen a la progenie 2
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Fig. 3 Patrones dc isoenzunas de esterasas: a} fas nueve primeras
muestras corresponden a la progenic 10, la muesira diez
corresponde al testigo y las restanies a la 9; b) muestras
correspondientes a la progenie 2

De fas plantas analizadas, se consiguieron 12 fend-
tipos isoenzimélicos diferentes en esterasas, y 15 distin-
tos en peroxidasas (Cuadro 1). A los fendtipos isoen-
zimdticos resultantes, se les asignd una letra maydscula
y a las bandas una leira mindscula.

Cuadro 1. Fendtipos isoenzimiticos en progenies de pasto lfordn.

Progenics Niim. de Fendtipos Nam. de Fendtipos
plantas de EST  plantas de PER
Sistema I Sistema I Sistema 1[

1 20 N 20 MN M
2 20 PQRS 20 N M
3 20 M 20 M M
4 20 W 20 M M
5 20 U 20 L N
6 20 1 20 L Q
7 20 o 20 PQR P
8 20 U 20 T M
9 20 L 20 U G
10 20 o] 20 LO N
1t 20 o 20 P L
12 20 Z 20 ) L
13 20 P 20 T L
Testigo 1 X 1 Zz M
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Las esterasas presentaron actividad en la region
anddica, El ndmero de las bandas varid de 4 a 11 por
zimograma. Se distinguieron dos zonas: una “B" lenta,
y otra “A" rdpida (Figs. 3a y 3b). En la zona "A”, se
visualizd la mayor diferencia entre los distinos patrones
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debido a la existencia, o no, de determinadas bandas, v
1a variacién del ndmero (de 2 a 6 bandas). Lazona“B”
resultd ser mas constante en ¢l nimero y en a posicién
de las bandas, excepto en seis zimogramas (patrones
L,0,Z.TW de la Fig. 4).
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Flg. 4 Patrones isocnzismalicos de esternsas Intensidad del coloreado de las bandas: fuene, intermedio y débil
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Fig. 5 Patroncs isoenziméticos de peroxidasas con el Sistema | Intensidad del coloreado de Ins bandas: fuene, intermedio y débit,
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Fig. 6 Patrones isoenzimfticos de peroxidasas con el sistema I In-
tensidad del coloreado de las bandas: fuene, intermedio,
débil,

Las peroxidasas presentlaron actividad en la region
calddica. Se obtuvieron 10 patrones isoenzimadticos con
el sistema I (Fig. 5) y con ¢l 1 {Fig. 6), y el nimero de
bandas varié de 5 a 8 por zimograma regpectivamente

De fas 13 progenics analizadas, Ia gran mayoria
present$ fendtipos isoenzimditicos de peroxidasas y
esterasas, como se observaenlaFig. 3a, Unaproporcion
menor de 1as progenies analizadas mostrd patrones con
variacion (Cuadro 1), La progenic 2 presentd cuatro
zimogramas diferentes en esterasas (Fig. 3b); ta proge-
nie 7, tres patrones distintos en peroxidasas (Fig 1c) y
las progenies 1 y 10, dos zimogramas diferentes, cada
una en peroxidasas (Fig. 1ay 1b).

DISCUSION

Las prucbas de progenics realizadas para determinar
variabilidad medianie caracteres isoenzimdticos per-
milieron observar, usando un testigo v la repeticion de
Jas muestras, la invariabilidad de los distintos patrones
durante la experiencia, Esto muestra la escasa influcn-
cia del ambienie sobre las isoenzimas (2}, de manera
diferenie ocurre con las caracteristicas morfoldgicas,
pues Smith (9) observé que los caracteres isoenzimdti-

cos establecen mds diferencias entre las progenics que
los morfoldgicos, por lo que son muy buenos marcado-
Ies.

E! analisis de las planias, dentro de cada una de las
progenies del cultivar Kromdraai, muestra una aprecia-
ble variabilidad en la expresidn de las isocnzimas:
peroxidasas y esterasas. Esta variabilidad isoenzimdti-
ca corrobora la variacién existente en Kromdraai, cva-
luada por medio de caracteres morfoldgicos y citolégi-
cos (1), que indican diverso grado de variabilidad
fenotipica y tres 1ipos de saco embionario on distintas
proporciones.

Lasplantasdelas progenies, generaimente, resultan
uniformes, pero en ocasiones aparecen variantes. Esta
aparicidn, en forma ocasional, concuerda con lo sefta-
lado por Smith (9) cn las pruchas de progenies realiza-
das en Panicum maximum Jacg.

La variacion, gue sc observa dentro de las proge-
nies, pondria de manifiesto la existencia de sexualidad
(9). De acuerdo con ¢l polimorfisme isocnzimatico
hallado enclanaisis de las 13 progenies, Ia mayor parte
del cv. Kromdraal estaria compuesto por genotipos
apomicticos, y una menor proporcion de gendtipos con
reproduccién sexual. Siel mimero de fas plantas anali-
zadas hubicra sido mayor, es posible que hubicsen
aparecido mds [endtipos isoenzimdticos distinios dentro
de las progenics, ya que a sexuvalidad ocurre en forma
gsporadica.

Este resultado permilié identificar y seleccionar
plantas madres, que producen progenies variables vy,
ademds fuera de tipo de esas progenics . Aungue ‘Krom-
draai’ no cs un cultivar muy difundido, sc ha observa-
do algunas plantas de muy buena productividad y
calidad entre las progenics segregantes. Estas plantas
seleccionadas podrin ser uiilizadas en futuros progra-
mas de mejoramicnio gendlico o para continuar con
estudios bisicos

CONCLUSIONES
— Elcultivar Kromdraai posce cierto grado de sexua-
lidad, por lo gue es en clecto, un apomiclico
faculiativo, aunque su reproduccion es mds fro-

cuenie agamica.

El analisis de isocnzimas por electroforesis consti-
uye una téenica adecuada paradetectlar y cuantilicar
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el grado de sexualidad en este cultivar, y , por
consiguienie, en otros de comportamiento similar,

- Las ventajas que presenta ¢l andlisis isoenzimatico
son: a)posibilidad de analizar progenies en un es-
tadio precoz, asf como, en avanzados; b)permite
analizar gran mimero de descendieates en corto
tiempo; c)aita repetibilidad de los resultados, debi-
do a la escasa influencia ambiental sobre ¢l zimo-
tipo; d) complementa, adecuadamente, el registro
de observaciones morfoldgicas en pruebas de
progenie.
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