Diferenciacion de Cultivares de Pasto Llorén, Eragrostis curvula (Schrad.)

Nees, mediante Electroforesis de Isoenzimas en Argentina’

ABSTRACT

Identilication of loveprass cultivass, Lragrostis curvnle
{Schrad.) Nees, based on morphological characters, can be
suitably complemented by means of isozymic characteriza-
tion. Esterase and peroxtdase isozymes from foliar extracts
were separated by starch gel electrophoeresis and allowed
differentiation of 19 out of 20 lovegrass cultivars and
hybrids, All the straints buf one showed an intracubfivax
uniformity of isozymic patierns, mainly due fo their
apomictic way of reproduction. Variability in one cultivar
wis ascribed fo sexual reproduction. Some cultivars showed
similar zymograms, possibly due to their genetic relation-
ships. A good accordance befween isezymic and morpho-
logical characters {rom these materials was found, represent-
ing different morphological types.

INTRODUCCION

I pasto llorén, Eragrostis ctrvule {Schrad )
Nees, una graminea originaria de Africa meri-
dional, es de gran valor como forrajera en regio-
nes semidridas. Constituye la pastura pereane mais ex-
tensamente cultivada en la Repiblica Argentina, abar-
cando actualmente unas 700 000 hectdreas (7). Sus
principales cualidades son su rusticidad, longevidad y
capacidad fijadora de suelos erosionables. Existen nu-
merosos cultivares que consisten en ecotipos seleccio-
nados por su buena aptitud forrajera, dentro de un
vaste complejo de formas poliploides, en su mayor
parte, apomicticas. Recientemente, se han obtenido
algunos cultivares por hibridacion de plantas sexuales
con apomicticas (18). La hibridacidén también tiene
lugar naturalmente dentrc del compiejo £ curvula,
dado que muchos ecotipos son apomicticos faculta-
tivos, con una baja frecuencia de reproduccion sexual.
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COMPENDIO

La identificacién de cultivares de pasto llorén, kragrostis
curmilg {Schrad.) Nees, por medio de caracteres morfelogi-
cos, puede ser adecuadamenie complementada mediante In
caracterizacion isoenzimatica. lsoenzimas de esterasas y pe-
roxidasas de extractos foliares fueron separadas por electrofo-
resis en gef de slmidon y permitieron diferenciar 2 19 de 20
cultivares ¢ hifbridos de pasto lorén, Las Iineas analizadas, 3
excepcién de una, mostraron una gran uniformidad de sus
patrones isozimicos, debido a que |a reproduccidén en esta
forrajera es principalmente apomictica. La variabilidad en el
cultivar restante fue atribuida a fa reproduccion sexual. Algu-
nos cultivares mostraron zimopgramas semejantes, posiblemen-
te debido a su parentesco genético. se enconfrd una buena
concordancia entre fas caracterssticas isoenzimdticas y morfo-
lgicas de los materinies analizados, que representan a los dis-
tintos tipos morfoldgicos en gue se clasifica a) pasto lordn.

Debido a esta modalidad reproductiva, existen mu-
chos tipos intermedios entre las distintas variedades
botdnicas de pasto llordn (10)

No existe una descripcién precisa de cada cultivar,
cuyas caracteristicas morfolépicas son, por otra parte,
marcadamente influenciadas por las condicionss de
crecimiento y iz edad de la planta (10). Leigh (9) ha
propuesto una clasificacién de cultivares en tipos
morfoldgicos, basada en caracteristicas de la hoja e in-
florescencia. Se reconocen los siguientes tipos: curvu-
la, robusia azul, robusta verde, robusta intermedia,
chioromelas y conferta. Sin embdrgo, los tipes morfo-
logicos se superponen tanio que resulta imposible el
reconocimiento formal de unidades taxondmicas (8).

El objetivo de este trabajo fue investigar una colec-
cidn de cultivares de pasto lloron mediante cleciro-
foresis de isoenzimas, a fin de comprobar la utilidad
de Ia caracterizacidn isoenzimdtica como complemen-
to del reconocimiento de caracteristicas morfologicas
para la identificacion varietal.

MATERIALLS Y METODOS
Se analizaron 20 cultivares pertenecientes a dis-
tintas variedades de pasto Horon, algunos de los cuales

son de origen hibrido. Estos materiales se mantienen
en cultive en el Departamento de Agronomia de la
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Universidad Nacional del Sur, la cual se ubjca en las
afueras de la ciudad de Bazhia Blanca (387458, 62°
11'W, Republica Argentina). Corresponde a esta re-
gion un clma templado subhtimedo, con una media
de 500 mm de precipitzcion anual

l.a semiila fue provista por el [nstituto Nacionat de
‘Tecnologia Agropecuaria. En el Cuadro 1 se detaila la
procedencia de la misma y el tipo morfologico a que
corresponde cada material analizado. A excepcidn de
los hibridos, los cultivares de pasto llordn se han ob-
tenido por seleccion sobre ecotipos y colecciones de
origen sudafricano, en los paises mencionados en el
Cuadro |

La obtencidn de los extractos se realizd macerando
en mortero un trozo de lamina foliar de unos 10 cm
de largo, proveniente de hojas jdvenes, completamen-
te desarrolladas y recién cortadas. Las plantas analiza-
das crecian en macetas a la interperie y estaban en su
segundo o tercer afio de cultivo. El homogenado se
obtuvo con 150 ul del mismo buffer utiiizado para
preparar el gel vy se absorbid en trozos de papel
Whatman No. 3, a través de una fina toalla de papel
para evitar el material particulado

La electroforesis se realizo en geles de almidon al
13% {Sigma, lot 25F.0364) de 12x15x0 6 cm, en dos
sisternas alternativos de buffers: Sistema A buffer del
gel: tris-citrico 0.019 M pH 7 8; buffer de electrodos:
borato de sodio 04 M pH 83 (13) Sistemna B buffer
del gel: una mezcla de fris-citricc 005 M pH 83 y

borato de sodio 0.19 M pH 8.3 (9:1 v/v), buffer de
electrodos: borato de sodio 0.19 M pH 8.3, Para el
sistema B se utilizé tris-citrico 0.05 M como buffer
extractante en la obtencién de las muestras. Este
sistema es una modificacion del propuesto por
Ashton y Braden (2)

En ambos casos, los extractos absorbidos en trozos
de papel se insertaron en ranuras practicadas a 5 cm
det barde catddico del gel. Se aplicd una corriente de
20 mA durante 3 5 h, manteniendo el gel 2 4°C en cd-
mara fria.

] reveizdo de isoenzimas se realizd en los medios
de incubacién que se detallan a continuacion:

Esterasas: 100 ml de buffer tris-HClI O 1 M pH 6.0
conteniendo 5 mg de Fast Garnet GBC (Orto-Amino-
azotolueno} con el agregado de 2 ml de alfs-naftil
gcetato al 1% en acetona al 50% . Ei gel se incubd a
37°C en oscuridad durante unas dos horas.

Peroxidasas: 100 ml de buffer acetato de sodio
02 M pH 50 conteniende 50 mg de 3-amino, 9-etil
carbazol disueltos en 5 ml de dimetilformamida. En el
momento del revelado se agregd 0.5 ml de perdxido
de hidrogeno al 10% vy se incubd a temperatura am-
biente

Fostatasas dcidas: 50 mi de buffer acetato de sodio
02MpH50y 2 mide Cl2Mg 0.1 M, conteniendo
17 mg de Fast Garnet GBC (Orto-Aminocazotolueno)

Cuadro 1. Origen y tipo morfoldgico de los materiales analizados, Los niimeros de geeesion corresponden a la coleccion de los autores.

Accesion No. Nombre del cultivar Procedencia Caracteres morfoldgicos del tipo
054 Morpa USA curvula
053 Ermeio Sudifrica curvula
059 Dan Arturo Argentina curvula
063 Canadian Suddfrica curvula
52 Tanganyika USA curvula
055 Don Walter Argentina conferta
062 Villa Mercedes Argentina conferta
089 Hibrido H1 Suddfrica curvuia/conferta
081 Hibrido H2 Argentina curvuia/conferta
083 Don Mario Argentina curvula/conferta
470 Krondraai Sudifrien curvuia ¥ robusta
658 Don Eduardo Argentina robusta verde
057 Don Pablo Argeatina robusta azul
072 Don Carlos Argentina robusta azul
047 Robusta 4047 Sudifrica robusta intermedia
043 Enano Azul Argentina chloromelas
(472 Frankenwald Sudifrica chloromelas
056 Don Juan Argentina chloromelas
0es Rannoch Suddfrica chloromelas
067 £ lehmanniana, tipo comin UsA
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con el agregado de 20 mg de alfa-naftil fosfato dcido
disueltos en 2 ml de buffer de acetato en el momento
del revelade. Se incubd en oscuridad a temperatura
ambiente,

RESULTADOS

Se obtuvo una buena resolucion de bandas de pe-
roxidasas con ambos sistemas electroforéticos, asi
como diferentes patrones de bandeo; de alli que am-
bos se tuvieron en cuenta para la caracterizacion de
cultivares (Fig. 1A v 1B). Las ‘esterasas se revelaron
con mayor nitidez mediante el sistema A (Fig 1C),
en tanto que las fosfatasas no mostraron una varia-
cidn isoenzimdtica comparable a la de esterasas y pe-
roxidasas, resultando de escasa utilidad para la carac-
terizacion de cultivares.

Fig 1. Patrones de isoenzimas de extractos foliares de pasto
llorén. A: Peroxidasas obtenidas con el sistemsz A de
buffers. De iz. a der.: evs. Don Eduardo, Don Pable,
Robusta 4047, Don Carios, Enano azul, Franken-
wald, Don Juan, Rannach, £ lehmanniane tipo co-
min, Kromdraali B: Peroxidasas obtenidas con el
sistema B de buffers De izq. a der: cvs. Morpa,
Ermelo, Don Arturo, Canadian, Tanganyika, Don
Walter, Villa Mercedes, hibridos H1 v H2, Don Ma-
ri. C: Esterasas, De izq. a der: Motpa, Ermelo, Don
Arturo, Canadian, Tanganyika, Don Walter, Villa
Mercedes, Don Mario, H1, H2

De las 20 lineas analizadas se obtuvieron 14 zimo-
gramas diferentes de esterasas y otros tantos de pero-
xidasas por medio del sistema A de buffers (Figs. 2 y
3}). Con el sistema B se obtuvieron 16 zimogramas
diferentes de peroxidasas (Fig. 4). La combinacién
de estos sistemas permitid caracterizar, mediante una
Unica combinacion de zimogramas, a 19 de los 20 ma-
teriales analizados, lo cual representa un éxito del
95% (Cuadro 2).

El andlisis de 20 a 30 plantas de cada cultivar no
reveld una varjacidn intracultivar de los patrones iso-
enzimdticos, con excepcion del cv, Kromdraai, con el
cual se obtuvieron seis zimogramas diferentes de pero-
xidasas y siete de esterasas, con frecuencias variables.
En las figuras solo se muestra uno de los patrones ca-
racteristicos de este cultivar. También se encontrd
una variante isoenzimatica en el cv. Don Walter, pero,
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Fig 2. Zimogramas de isoenzimas esterasas de extractos fo-
liares de pasto Hordn Abajo figuran los tipos morfo-
10gicos correspondientes a eada cultivar (Por abrevia-
turas ver Cuadro 2). Intensidad relativa de Ias ban-
das: Fuerte {color entero); Intermedia (rayado); Dé-
bil (punteada).

{ydria CORFEQTA RCFASTA CHCAGMGLAS

Fig. 3. Zimogramas de isoenzimas peroxidasas de extractos
foliares de pasto lloran obtenidos con el sistema A
de buffers (Ver el texto). Intensidad de las bandas
cono en la Figura 2.
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se trataba de una planta algo atipica por sus caracte-
res morfoldgicos y no se la considerd como represen-
tativa de ese cultivar,

B

LAt COnFLsta AQuLTA O QAELRS

Fiz 4. Zimogramas de isoenzimas peroxidasas de extractos
foliares de pasto llordn obtenidos con el sistema B
de buffers (Ver el texto) Intensidad de las bandas
como en la Figura 2

Cuadro 2. Caracterizacion iscenzimdtica de cultivares de pas-
to Hordn mediante electroforesis en gel de almidén
de extractos foliares.

Cultivares Fenotipos ispenzimiticos  Grupos
Esterasas Peroxidasas®
Sistema Sistema
A B

Morpa (Mor) 1 1 1 A
Ermelo (Erm) 1 3 2 B
Don Arturo (Art) 2 2 2 C
Canadian (Can) 3 2 3 D
Tanganyika (Tan) 4 3 4 E
Don Watter (Wal) 5 4 5 F
Villa Mercedes (VM) 6 5 6 G
Hibride Hi 5 I3 7 H
Hibrido H2 3 6 5 1
Don Mario (Mar) 5 6 8 J
Kromdraai (Kzo) 5 7 - K
Don Eduardo (Edu) 7 8 9 L
Don Pablo (Pab) 8 9 10 M
Robusta 4047 (Rob) 8 9 10 M
Don Carlos {Car) g 10 11 N
Enano Azul {Ena} 10 11 12 o
Frankenwald (Fra) 11 12 13 p
Daon Juan (Jua) 12 13 14 Q
Rannoch {(Ran) 13 12 15 R
£ lehmanniana,

tipo comin (Leh) 14 14 16 S

*: Ver descripcion de los sistemas electroforéticos en Mate-
riales y Métodos.

DISCUSION

El problema de la identificacién varietal de pasto
llordn ha sido planteado desde hace largo tiempo (9,
10} pero, hasta el momento, no se habia intentado
una caracterizacion isoenzimdtica de cultivares. Tra-
bajando con plintulas de uno o dos meses de edad
se encontré una adecuada variabilidad de esterasas,
peroxidasas y fosfatasas en nueve de los cultivares
aqui analizados, obtenidos a partir de los mismos lo-
tes de semilla (11). Estos sistemas isoenzimdticos han
demostrado ser los mds polimérficos en estudios de
variabilidad intervarietal en numerosas especies (3).
No obstante, la resolucion aqui alcanzada con plantas
adultas fue mayor que la obtenida a partir de plin-
tulas, mostrando también la existencia de cambios
en los patrones isozimicos durante el desarrollo,
hecho que recalca la necesidad de establecer cuidado-
samente las condiciones de cultivo y de las técnicas
electroforéticas, cuando el propdsito es la caracteri-
zacion varietal a partir de extractos foliares. Variacio-
nes similares se han observado en avena (1).

En algunos cultivares pertenecientes al mismo tipo
morfoldgico, eg, cvs Morpa, Ermelo, Don Arturo
y Canadian, pertenecientes al tipo curvula, se encon-
traron patrones isoenzimdticos muy similares. La
forma de seleccion practicada en esta forrajera justi-
fica tales coincidencias ya que, al menos, Morpa y
Ermelo han sido seleccionados a partir del mismo
ecotipo. También, en otras espacies, se han encon-
trado patrones electroforéticos muy semejantes en
cultivares con estrecho parentesco genético (6, 20).
Las caracteristicas morfoldgicas y agronémicas de
aquellos cultivares son asimismo muy semejantes: es
imposible diferenciar entre Ermelo, Morpa y Don
Arturo, en tanto que Canadian es semejante a Tangan-
yika Estos dos ultimos pueden diferenciarse de los
anteriores por caracteristicas del cuello de Ia cafia y
de las ramas basales de la panocja (7); sin embargo,
durante el estadio vegetativo es posible que la tinica
forma de identificacién resida en la caracterizacién
isoenzimdtica,

Dentro del tipe robusta, los extractos foliares
correspondientes a los cvs Don Pablo y Robusta
4047 produjeron idénticos patrones isozimicos,
demostrando que se trata de Ijneas con el mismo o
muy similar genotipo, a pesar de la diferente deno-
minacién. Es imposible establecer con certeza el ori-
gen de estos cultivares, pero, hasta donde se conoce,
el primero fue seleccionado en Argentina por el Insti-
tuto Nacioral de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
en tanto que el segundo es una linea introducida de
los Estados Unidos de América. Ambos son morfolé-
gicamente muy similares al cv. Renner, de gran difu-
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sion en E.U A, Una situacidn similar se observa entre
los cvs; Don Walter, Don Mario v los materiales hibri-
dos experimentales que hemos denominado H1 y H2
Estos hibridos, al igual que Don Mario, se han obteni-
do artificialmente por cruzamiento entre plantas se-
xuales del tipo conferta con el cv, apomictico Tan-
ganyika. En cruzamientos de este tipo, la descenden-
cia hibrida es apomictica y muy uniforme, por lo cual
puede ser de inmedizto multiplicada como un nuevo
cuitivar (16, 18). El ev. Don Walter es una seleccion
de tipo conferta obtenida en el INTA (7). El zimo-
grama esterdstico de estos cuatro materiales es idén-
tico v los zimogramas de peroxidasas son muy seme-
jantes.

Otra posibilidad es la identificacidon varietal de pas-
to Horén a partir de semilla, la cual, sin embargo.
ofrece tantas dificultades como la diferenciacion de
plantas en cultivo. El cariopse carece de caracteres
morfoldgicos suficientes para diferenciar entre culti-
vares pertenecientes a un mismo tipo morfologico y
es muy pequefio, de 0.7 a 1 2 mm de longitud Ante
la imposibilidad de analizarlos en forma individual,
dado su tamafio, se estudiaron los perfiles isoenzimi-
ticos de muestras de semillas molidas (5). Este andlisis
110 permitié distinguir entre Tanganyika y Canadian;
Morpa, Ermelo y Don Arturo; y Renner y Robusta
4047 aunque si se pudieron diferenciar estos dos
tltimos de Don Pablo. Estos resultados apoyan la
hipétesis de estrecha semejanza genética entre estos
cultivares

[a reproduccién principalmente apomictica que
tiene lugar en el pasto llordn es probablemente la
causa de la ausencia de variacidn isoenzimdtica entre
plantas de un cultivar Es razonabie que lag [ineas
de mayor valor forrajero hayan sido seleccionadas a
partir de ecotipos altamente apomicticos ya que éstos
poseen una gran uniformidad (19} No obstante, estu-
dios citolégicos y de progenie han demosirado que
numerosos cultivares son apomicticos facultativos
{16) Este es el caso del cv Kromdraai {(4), cuyos
polimorfismos isozimicos serdin objeto de una publi-
cacidn posierior y que sirven aqui para seftalar la
utilidad de las isoenzimas para evaluar la variabi
lidad genética y el grado de reproduccion sexual en
esta forrajera, la cual ha sido considerada por mucho
tiempo como de repreduccién apomictica obligada
{173, En el caso del ¢v Kromdraai y eventualmente
de otros cultivares apomicticos facultativos, fa carac-
terizacion isoenzimdtica con fines de identificacion

varjetal estd expuesta a ias mismas criticas que en el
caso de especies alégamas {3); de allf su limitads utili-
dad. En e} Cuadro 2 se incluyd al cv. Krondraal por-
que es posible deferenciario de los demds cultivares
por su patron peroxidisice pero solamente representa
uno de los posibles fenotipos isoenzimdticos hallados
en este cultivar,

Debido al tipe de reproduccidn del pasto llorén y
a que los cuitivares analizados son poliploides (12),
no se ha intentado hasta el momento estudiar Ia for-
ma de control génico y Ia herencia de estos sistemas
isozimicos En Argentina, £ cwrvude es una especie
introducida pues no se dispone de ecotipos diploides
que se reproduzcan sexuvaimente (14, 17), constitu-
vendo los materiales mds adecuados para realizar estu-
dios de herencia Sin embargo, en los perfiies de pero-
xidasas, algunas bandas parecen manifestar efectos de
dosis, especialmente en los materiales tetraploides de
tipo curvula y conferta (Fig 1A y IB). A pesardela
compiejidad de los patrones isoenzimditicos encontra-
dos, existen semejanzas entre aguélios correspondien-
tes a un mismo tipo morfologico (Figs. 2 a ¢} Los pa-
trones isozimicos mds disimiles fueron obtenidos con
los extractos del ecotipo de £ lelimanniana Nees, es-
pecie considerada también como parte del complejo
£ curvula (15, 16). Estas ohservaciones evidencian
unz correspondencia entre caracteristicas isoenzimd-
ticas y morfolégicas en pasto lorén.

fos resultados agui presentados permiten concluir
que la caracterizacién isoenzimdtica ofrece interesan-
tes posibilidades como complemento de los caracteres
morfolégicos para la diferenciacién de cultivares de
pasto lloron. Al ser éstos genotipicamente muy uni-
formes, debido a la apomixis, el andlisis de pocas
plantas es suficiente para caracterizar a cada uno. Sin
embargo, en aquéllos en los cuales es frecuente la re-
produccion sexual, el método resultard de menor uti-
lidad, aunque permitiria evalvar el grado de variabili-
dad genética sin necesidad de efectuar pruebas de pro-
genie, lo cual constituye una importante ventaja en
planes de mejoramiento genético y en el andlisis de
hibridos.

Aunque por el momento no ha sido posible reali-
zar estudjos de herencia de las isoenzimas, la dispo-
nibilidad de ecotipos diploides sexuales y el andlisis
de sistemas isoenzimdticos con mayor especificidad
de sustrato, harfan factibles tales estudios
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