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RESUMEN 

Los géneros Bothriochloa y Dichanthium están ampliamente distribuidos en 

regiones tropicales y subtropicales del mundo; junto al género Capillepidium conforman 

un complejo agámico, donde las especies poliploides son apomícticas y los diploides 

sexuales. En las especies del Viejo Mundo, se ha demostrado un flujo génico  

siendo B. bladhii la especie puente entre los géneros. Utilizando técnicas de citogenética 

clásica  se determinaron los niveles de ploidía de las especies de Dichanthium  cultivadas 

en Argentina y de especies sudamericanas de Bothriochloa. Se realizaron 

hibridaciones genómicas in situ con el objeto de establecer las relaciones entre especies de 

estos géneros. Se observaron  señales de hibridación en D. caricosum y D. aristatum 

con B. bladhii  confirmando que estas  especies comparten parcialmente sus genomas.  
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ABSTRACT 

The genera Bothriochloa Kuntze and Dichanthium are widely distributed in 

tropical and subtropical regions of the world. Along with the genus Capillepidium they 

conform an agamic complex where the polyploidy species are apomictic, and the diploid 

ones have sexual reproduction.  In Old World species, gene flow among the different 

forms has been demonstrated, B. bladhii being the bridge species between genera. In this 

thesis, classic cytogenetic techniques were used to assess the ploidy level of Dichanthium 

species cultivated in Argentina, and of South American species of Bothriochloa. Also, 

genomic in situ hybridization (GISH) was performed in order to assess the relationships 

between these genera. Hybridization signals were observed in D. caricosum and D. 

aristatum whit the B. bladhii genome confirming that these species share their genomic 

content. 
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INTRODUCCIÓN 

Los géneros Bothriochloa Kuntze y Dichanthium Willemet pertenecen a la tribu 

Andropogoneae Dumort, subfamilia Panicoideae; Bothriochloa está ampliamente 

distribuido en regiones tropicales y subtropicales, comprendiendo alrededor de 35 especies 

a nivel mundial (Watson & Dallwitz, 1992). En América habitan 22 especies, 2 

subespecies y una variedad; en Argentina están representadas 11 especies (Vega, 2000; 

Scrivanti 2007, Scrivanti et. al. 2009).  

El género Dichanthium es propio de  regiones tropicales y subtropicales, originario 

de Asia, África y Oceanía, según consultas realizadas en el Index Kewensis posee ca. 40 

especies. Por su calidad como forrajeras, se hallan ampliamente distribuidas en todos los 

continentes,  D. annulatum (Forssk.) Stapf.,  D. caricosum  (L.) A.Camus  y D. aristatum 

(Poir) C.E Hubb.  En Argentina estas especies  se encuentran naturalizadas,  especialmente 

en la región Nordeste del país presentando citotipos diploides y tetraploides. 

Ambos géneros poseen un número cromosómico básico de x =10 (De Wet 1968b, 

Mehra and Magoon, 1974).  

Dentro del género Bothriochloa existen diferentes niveles de ploidía desde 2x a 

18x,  siendo más frecuentes los poliploides. En América todas presentan niveles de ploidía 

entre 6x y 18x (Gould, 1966; Scrivanti et al. 2010) y no se encuentran diploides ni 

tetraploides mientras que en el Viejo Mundo y el continente africano se encuentran 

diploides, tetraploides, pentaploides y hexaploides.   

En Bothriochloa laguroides (DC.) Herter se describieron dos subespecies, la 

subespecie laguroides (D.C.) Herter y subespecie torreyana (Steud.) Allred & Gould; 

ambas presentan una distribución  disyunta, con un número cromosómico de 2n=60 
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(Allred & Gould, 1983) en la subespecie laguroides y recientemente se citó un número 

cromosómico de 2n=80 (Scrivanti et al. 2010)  para la subespecie torreyana. 

 Bothriochloa springfieldii (Gould) Parodi es una especie nativa que también 

presenta áreas de distribución disyunta en América, presente en Argentina, Bolivia, 

Estados Unidos de América y México. Habita en suelos arenosos y rocosos (Vega 2000); y 

está citada como especie con 2n=120 cromosomas, según recuentos realizados por Gould 

(1957) y de Wet (1968), mientras que para las poblaciones de Sudamérica el número 

cromosómico es de 2n=60 (Scrivanti 2007). 

  Bothriochloa longipaniculata (Gould) Allred & Gould es otra especie Americana 

con el mismo patrón de distribución geográfica que las anteriores, observándose que los 

ejemplares de Estados Unidos de América y México presentan 2n=120 cromosomas 

(Gould, 1955; Gould, 1956), mientras que los que se encuentran en Sudamérica presentan 

2n=60 y 2n=80 cromosomas (Scrivanti 2007, Scrivanti et. al. 2010). 

Bothriochloa bladhii (Retz.) S.T. Blake (=B. intermedia (R. Br.) A. Camus; 

Andropogon intermedius R. Br.) Es una especie originaria de los trópicos del Viejo 

Mundo, distribuida en África, India y Australia, introducida en América y posee 2n=40, 

50, 60, 80 cromosomas (Federov, 1974). 

Bothriochloa radicans (Lehm.) A. Camus (=Amphilophis radicans (Lehm.) Stapf; 

Dichanthium radicans (Lehm.) W. D. Clayton) es originario de África tropical y está 

ampliamente distribuido desde Kenia, Uganda, Tanzania, Sudán y Etiopía hasta Sudáfrica 

e introducido en América (Clayton, 1977). 

De Wet (1968a) describe una posible evolución del género Dichanthium  basado 

en los ciclos poliploides; involucrando diploides, tetraploides y haploides. De Wet & 

Harlan (1970) describen las relaciones entre las especies de los géneros Bothriochloa –
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Dichanthium y Capillepidium, abordándolos como un complejo agámico debido a la 

existencia de apomixis (Harlan et. al., 1964; Celarier & Harlan, 1957). Las especies 

apomícticas son poliploides y las barreras reproductivas quedan delimitadas por la 

apomixis y el nivel de ploidía, lo que tiene impacto en su aprovechamiento. En estos 

complejos los diploides mantienen un sistema de reproducción sexual y estos son raros 

fuera del centro de origen de las especies. Así el flujo génico se da a través de 

cruzamientos intergenéricos,  sólo  cuando Bothriochloa actúa de puente; motivo por el 

cual es tratado como el complejo “Bothriochloa – Dichanthium - Capillepidium”.   

La dinámica evolutiva en estos casos es muy activa en los centros de origen de las 

especies, donde se ha demostrado un flujo genético entre la diversidad de niveles de 

ploidía (De Wet, 1968a; Savidan & Pernès, 1982). En estos centros, se encuentran 

individuos de diversos niveles de ploidía incluyendo euploides (diploide y tetraploide, el 

de mayor abundancia), e individuos aneuploides resultado de la dinámica del flujo 

genético. Esta dinámica reproductiva ocurre mediante la presencia cíclica de cruzamientos 

entre individuos con diferentes niveles de ploidía (De Wet, 1968a; De Wet & Stalker, 

1974; Harlan & De Wet., 1975). Esta forma de recombinación genética de las plantas 

apomícticas, mediante ciclos diploide–tetraploide–dihaploide, e identificados inicialmente 

en Bothriochloa (De Wet, 1968a) y posteriormente en Panicum maximum Jacq. (Savidan 

& Pernès, 1982), ha sido reportada también en géneros como Brachiaria (De Wet, 1986). 

La aplicación de técnicas de hibridación in situ permiten realizar la identificación 

de los genomios en híbridos, la determinación de ancestros en poliploides de origen 

incierto y examinar las relaciones entre especies ya que provee información sobre 

similitud entre el ADN de las diferentes especies analizadas; también puede dar 
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información sobre la distribución física de las secuencias usadas como sondas (Bennett, 

1995). 

GISH  (genomic in situ hibridation) es una técnica de marcado y detección con 

fluorocromos  en la que se utiliza como sonda,  ADN genómico total.  Es reproducible y 

no es afectado por genes de apareamiento meiótico. Permite la identificación de 

cromosomas pertenecientes a uno u otro parental en el análisis de híbridos y poliploides; 

también permite observar el comportamiento de los genomas en los híbridos intra e inter 

genéricos; detectar en una especie determinada la presencia de genomas, cromosomas o 

segmentos cromosómicos de otras especies y conocer el número y tamaño de estas 

secuencias introgresadas. La técnica de GISH permite dilucidar el origen y las relaciones 

de los genomas que los componen en poliploides de origen incierto, homologías y 

relaciones filogenéticas (Bennett, 1995; Schwarzacher & Heslop-Harrison 2000). 

En este trabajo se propone la aplicación de estas técnicas entre especies de diversos 

orígenes del  género Bothriochloa  y  las de Dichanthium  a través de hibridaciones in situ.
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OBJETIVOS 

 

Objetivos Generales 

 

Este trabajo pretende ampliar y profundizar los estudios filogenéticos en la tribu 

Andropogoneae (Poaceae: Panicoideae) a través de  hibridaciones in situ entre especies de 

los  géneros Bothriochloa y  Dichanthium.   

  

Objetivos específicos 

 

 Determinar el nivel de ploidía de los citotipos que se encuentran en 

la cátedra de Genética y Fitotecnia de  las siguiente especies: Bothriochloa 

radicans, B. springfieldii, B. laguroides ssp. torreyana , B. bladhii, B 

longipaniculata, Dichanthium aristatum, D. caricosum y D. annulatum a 

utilizar para las hibridaciones in situ. 

 Determinar mediante GISH (Hibridación Genómica In Situ) las 

homologías presentes en entidades representativas del género Bothriochloa y 

de Dichanthium. 
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MATERIALES Y MÉTODOS

 

Las plantas de Bothriochloa laguroides ssp. torreyana, B. springfieldii y B. 

longipaniculata utilizadas en este trabajo fueron coleccionadas en la Provincia de 

Corrientes por la Dra. L. R. Scrivantti y forman parte de la colección de gramíneas que se 

mantienen en invernáculo de la  Facultad de Ciencias Agrarias de la UNNE-IBONE. Las 

plantas de  Bothriochloa radicans y B. bladhii se obtuvieron a partir de semillas enviadas 

por INTA San Luis, Provincia de San Luis; mientras que las tres especies del género 

Dichanthium, D. caricosum, D. aristatum y D. annulatum fueron cedidas por el INTA El 

Colorado, de la Provincia de Formosa  especialmente para este estudio.  

 Los ejemplares de cada especie fueron herborizados y depositados en los herbarios 

del Instituto de Botánica del Nordeste (CTES) y del Museo Botánico de Córdoba (CORD) 

detallándose en la Tabla 1. 

Tabla 1: Detalle del material utilizado en este trabajo y depositado en herbarios. 

Especie Herbario Coleccionista/ N° de 

ejemplar 

Procedencia 

B. radicans CTES Irene Caponio  

IC 151 

INTA San Luis 

B. bladhii CTES Irene Caponio  

IC 152 

INTA San Luis 

B. longipaniculata CORD Lidia Raquel Scrivanti 

SCRI 147 

Chaco, Colonia 

Benítez. 

B. laguroides ssp. 

Torreyana 

CORD Lidia Raquel Scrivanti 

SCRI 131 

Corrientes, Mercedes. 

B. springfieldii CORD Lidia Raquel Scrivanti 

SCRI 102 

Córdoba Punilla, 

Antonio de Arredondo. 

D. annulatum CTES Irene Caponio  

IC 153 

INTA El Colorado 

(Formosa). 

D. caricosum CTES Irene Caponio  

IC 154 

INTA El Colorado 

(Formosa). 

D. aristatum CTES Irene Caponio  

IC 155 

INTA El Colorado 

(Formosa). 
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Recuentos Cromosómicos: 

Los ápices de las raicillas fueron pretratadas con solución saturada de 

hexaclorociclohexano (Gamexanne-Lindano) durante tres horas.  Posteriormente fijadas en 

una mezcla de etanol 100% y ácido acético glacial  en una proporción 3:1;  y fueron 

conservadas a –18 ºC. 

Para los  recuentos cromosómicos fue utilizada la técnica clásica de Feulgen, 

realizando una hidrólisis ácida débil con  HCl 1N durante 10 minutos a   57ºC, y coloreado 

con el reactivo de Shiff, reforzando la coloración con  orceína acética en el momento del 

aplastado.  

Para la observación de los preparados se utilizó Microscopio Marca Leica, Modelo 

DM500 con cámara fotográfica incorporada.   
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Hibridación genómica  in situ (GISH) 

Para la hibridación genómica in situ se utilizó el protocolo de Leitch et al. (2001); 

con algunas modificaciones realizadas en el laboratorio de la cátedra de Genética y 

Fitotecnia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNNE.  Esta técnica consta de las 

siguientes etapas: 

 Extracción de ADN:  

Las extracciones de ADN se realizaron utilizando el método de Dellaporta, 

modificado por Ortiz et. al. (1997); para ello se utilizaron 0,2/0,4 gr de hojas frescas, 

molidas con nitrógeno líquido en  mortero. A estas muestras se les agregó 1.3 ml de buffer 

de extracción con ß-mercaptoetanol (10 µl ß-mercaptoetanol: 1ml de buffer de extracción), 

se incubaron a 68ºC durante 20 minutos; se agregó 250 µl de acetato de potasio 5M y se 

mantuvieron a 0 ºC durante 45 minutos; posteriormente se centrifugaron  10 minutos a 4ºC 

y a 13000 rpm; se colectaron los sobrenadantes y se agregó 1 ml de isopropanol  a -20ºC, y 

se mantuvieron toda la noche a -20 ºC para provocar el precipitado del ADN. 

Las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos, los pellets 

obtenidos fueron resuspendidos en 250 µl de TE y  tratados con 1 µl de RNasa (10 mg/ml)   

durante 20 minutos agitando manualmente; se agregó  una mezcla de fenol /cloroformo 

(125 µl:125 µl) y se centrifugaron durante 15 minutos a 13000 rpm; posteriormente  se 

precipitaron los ADN con una solución de NaCl 5M y etanol absoluto a -20ºC, se 

centrifugaron y se lavaron con etanol al 70%, una vez secos se disolvieron en 25 µl de 

agua ultrapura estéril. 

Para determinar la calidad y concentración las muestras de ADN, se realizaron 

corridas  electroforéticas  en geles de  Agarosa al 1%  de 6 x 8 cm con  8 calles. El gel  fue 

teñido con bromuro de etidio, y observado en un transiluminador con emisión de luz 

ultravioleta.  
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Marcado (labelado) de ADN:  

 El ADN obtenido fue marcado con  Biotina y Digoxigenina, para lo que se 

utilizaron el kit Bio Nick Labelling System: Cat. Nº 18247 – 015 – (Invitrogen) y   Dig 

Nick Translation Mix Cat. Nº 11 745 816 910 (Roche), siguiendo los protocolos de cada 

kit. 

Los métodos se basan en la capacidad de la DNasa I de introducir fragmentos de 

ADN distribuyéndolos al azar a bajas concentraciones en presencia de Cloruro de 

Magnesio (MgCl2).  

La Polimerasa I sintetiza la cadena de ADN complementario en la cadena 5´-3´ 

usando el 3´-OH terminal del fragmento (nick) como primer; simultáneamente remueve 

nucleótidos en la dirección de la síntesis y secuencialmente reemplaza los nucleótidos 

removidos por los marcados.  

 El kit de Biotina produce fragmentos marcados pequeños de 50-500 nucleótidos, y 

en Dig Nick fragmentos marcados de 200-500 nucleótidos.  

Ensayos de Dot blot:  

Para confirmar la correcta incorporación de los nucleótidos marcados en las sondas 

de ADN se utilizó el protocolo de  Leitch et al. (2001). En este caso se utilizaron tiras de 

membrana de Hybond N+ (Amersham Pharmacia Biotech) para la siembras de las 

muestras de ADN, y se detectó el ADN marcado con NBT/BCIP.     

Obtención de Protoplastos:  

Las raicillas fijadas se lavaron 3 veces en  una solución buffer citrato 1X  durante  

de 20 minutos. Posteriormente, se colocaron en una mezcla de enzimas a 37º C a baño 

maría durante 1 hora y media para el caso de las especies de Bothriochloa y de 2 a 2 horas 
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y media  para las especies del género Dichanthium. Una vez realizada la digestión 

enzimática los ápices se lavaron dos veces en Buffer citrato 1X durante 20 minutos. La 

mezcla de enzimas está compuesto por (Celulasa 2% p/v de Aspergillus niger ó una 

mezcla de Calbiochem 1,8 %, 0,2 % de Celulasa “Onozuka” y de Peptinasa al 3% de 

Aspergillus Niger, las tres en Buffer Citrato 100mM. El Buffer citrato se prepara con 40 

ml de Buffer citrato 100mM más 60 ml de Citrato de sodio 100 mM. 

Sólo el ápice radicular fue traspasado sobre un portaobjetos limpio, agregándose 

una pequeña gota de ácido acético 60% para disgregar el material y obtener los 

protoplastos. 

Los preparados fueron observados en microscopio con contraste de fase Marca 

Leica 500 y seleccionados según la cantidad de placas metafásicas y calidad de  

protoplastos. Los de buena calidad se seleccionaron y  mantuvieron a -20ºC hasta el 

 proceso de hibridación. 

Lavados Pre hibridación: 

Los preparados cromosómicos seleccionados  se deshidrataron  a 37ºC  durante 

toda la noche. Se colocó 200 µl de RNasa (1:1000) sobre cada preparado, se cubrieron con 

cubreobjetos de plástico, e incubaron a 37°C  en una cámara húmeda durante 1 hora. 

Finalmente se lavaron 3 veces durante 5 minutos  en  una solución SSC 2X.    

Deshidratación 

Se realizó una deshidratación en  serie de etanol  70%, 90% y 96% a temperatura 

ambiente  durante 3 minutos en cada uno. Los preparados se dejaron secar   a temperatura 

ambiente durante dos horas. 
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Hibridación:  

La  mezcla de hibridación  se preparó con 15 µl de formamida 50%, 6 µl de Sulfan 

dextrano 10%, 3 µl de SSC 2X,  1 µl de DNA de esperma de salmón 0.3 mg/ml, 1 µl de 

SDS 10%, 3-4 μl de DNA marcado (0.5μg/ml) y agua ultrapura estéril en  cantidad 

necesaria para alcanzar un volumen de 30 μl para cada  preparado. 

Esta mezcla de hibridación se desnaturalizó a 75ºC, durante 15 minutos, 

inmediatamente se colocó en hielo durante 5 minutos. Se colocó la mezcla de hibridación  

a los preparados y se incubaron en un  termociclador  entre 38ºC y 75ºC por 30 minutos. 

Seguidamente se mantuvieron los preparados en una cámara húmeda   a 37ºC  durante toda 

la noche. 

Lavados Post Hibridación:  

  Los preparados se lavaron a 42ºC 10 minutos en SSC 2X, 10 minutos en 

formamida 20%, 5 minutos en SSC 0.1X, 5 minutos en SSC 2X y dos lavados sucesivos 

en SSC 4X /Tween 20 durante 5 minutos cada uno con el objeto de remover los excesos de 

la sonda no hibridada.   

Detección y Visualización de los Sitios de Hibridación:  

Posteriormente se escurrieron bien los preparados y  se agregó a cada uno 200 μl de 

BSA al 5% durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se escurrieron los preparados y se 

colocó 150 μl de  la solución anti-dig FITC en cada uno, en una concentración  1/40 anti-

dig en BSA al 5% y se incubaron en cámara húmeda a 37ºC durante 1 hora en oscuridad 

absoluta.  Terminado este proceso se realizaron  3 lavados en 4x SSC/Tween 20 (0.2%) de 

10 minutos cada uno en oscuridad. Finalmente se agregó 50 μl de  VECTASHIELD 

(DAPI+ medio de montaje) a cada preparado cubriéndolos  con cubreobjetos de vidrio.  
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Los preparados se colocaron en la cámara oscura  en la heladera hasta el momento 

de las observaciones al microscopio. 

Para la observación de los preparados se utilizó Microscopio de Fluorescencia 

Marca Leica, Modelo DM2500 con cámara fotográfica incorporada  Modelo DFC320.  

Las fotografías obtenidas fueron retocadas solo en el brillo y contraste en el caso de 

ser necesario.  
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RESULTADOS Y DICUSIÓN 

Recuentos Cromosómicos: 

Se realizaron recuentos cromosómicos de todas las plantas utilizadas en el trabajo, a 

fin de verificar el número cromosómico de las mismas; especialmente en las especies  de 

Dichanthium cedidas por INTA, ya que se desconocía el nivel de ploidía de las mismas.   

Los resultados  se detallan en la tabla 2. 

Tabla 2: Números cromosómicos de las plantas involucradas en este trabajo. 

Especies estudiadas 
Nº de células   

estudiadas 

Recuentos 

realizados 

2n 

Recuentos anteriores 

(citas) 

B. laguroides ssp. 

torreyana 

 

10 2n=60 Allred & Gould, 1983. 

B. springfieldii 

 
10 2n= 60 Scrivanti, 2007 

B. longipaniculata 

 
10 2n=60 Scrivanti et. al., 2010 

    

B. bladhii 

 
10 2n=40 Gould & Soderstrom, 1974 

B. radicans* 

 
10 2n=40 Sin datos certeros. 

    

D. aristatum 

 
10 2n=40 Sinha et. al. 1990 

D. annulatum 

 
10 2n=40 

Sinha et. al. 1990, Mehra 

1961. 

D. caricosum 

 
10 2n=40 Sinha et. al. 1990 
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Las tres especies de Dichanthium presentaron 2n=40 cromosomas Fig. 4 

coincidiendo estos con los resultados obtenidos por  Sinha et al. (1990). 

En cuanto a las especies de Bothriochloa  de origen Sudamericano y coleccionadas 

en Argentina, presentaron 2n=60 cromosomas. El citotipo de B. bladhii es tetraploide 

(2n=40) Fig. 3.      

Durante la búsqueda bibliográfica, no se localizó ningún trabajo en el que se 

confirmara el número cromosómico de B. radicans; en todos los trabajos existentes se 

estudian en detalle las relaciones del complejo Bothriochloa–Dichanthium-Capillepidium, y 

es citada como una especie tetraploide. En este trabajo se confirma el número somático de 

2n=40 cromosomas de los citotipos de B. radicans (Fig. 3 C) que se mantienen en la 

Facultad de Ciencias Agrarias –UNNE. 

Marcado de sondas: 

De las muestras de ADN obtenidas con buenas concentraciones fueron marcadas  B. 

radicans, B. bladhii, D. aristatum y D. caricosum, mientras que la muestra de D. annulatum  

fue descartada por no presentar  una concentración y marcado óptimos (Fig. 2). 
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Pruebas de Hibridación genómica total in-situ (GISH): 

En las pruebas de hibridaciones in situ se cumplió el esquema que se presenta en el 

gráfico n° 1. 

Grafico 1: Esquema de hibridaciones in situ realizadas. 

.  

  En el gráfico 1  se indican las especies de los dos géneros utilizados, con su nivel 

de ploidía correspondiente. Los recuadros resaltados y con (*)  indican las pruebas testigo 

realizadas en las hibridaciones. El inicio de las flechas indica la procedencia de la sonda a 

hibridar, las puntas de las flechas, las especies hibridadas. Los asteriscos (*) indican las 

especies que fueron hibridadas con su propio ADN como pruebas testigos. Las flechas 

llenas indican las hibridaciones realizadas. 

En la tabla 3 se detallan los preparados de protoplastos que se hibridaron, con la 

sonda correspondiente. 

 

D. caricosum* 
4x 

D. annulatum 
4x 

 

D. aristatum* 
4x 

 

B. bladhii* 
4x 

B. radicans* 
4x 

B. laguroides 

ssp. torreyana 
6x 
 

B. springfieldii 

6x 
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Tabla 3: Detalle de hibridaciones genómicas in situ realizadas. 

Nº de 

preparado 
Especie 

Sonda c/ 

Digoxigenina 

Sonda 

c/Biotina 
Resultados 

1T B. bladhii B. bladhii  Con Señales de 

hibridación 

2T D. aristatum D. aristatum  Con Señales de 

hibridación 

3T D. caricosum D. caricosum  Con Señales de 

hibridación 

4T B. radicans B. radicans  
Hibridó  

5 B. springfieldii B. bladhii  
---------- 

6 B. springfieldii  D. aristatum Con Señales de 

hibridación 

7 B. springfieldii D. aristatum  Con señales de 

hibridación 

8 B. laguroides ssp. 

torreyana 

D. aristatum  
----------- 

9 B. laguroides ssp. 

Torreyana 

B. radicans  Con Señales de 

hibridación 

10 B. laguroides ssp. 

torreyana 

D. aristatum  
---------- 

11 B. laguroides ssp. 

torreyana 
 B. bladhii 

------------ 

12 B. radicans D. caricosum  
---------- 

13 
B. radicans D. aristatum  

---------- 

14 B. radicans  B. bladhii 
---------- 

15 B. bladhii D. aristatum  
Hibridó  

16 D. caricosum B. bladhii  
---------- 

17 D. caricosum B. radicans  Con Señales de 

hibridación 

18 D. annulatum  B. bladhii 
---------- 

19 D. annulatum D. aristatum  
----------- 

20 D. annulatum D. aristatum  
---------- 

21 D. annulatum B. bladhii  
---------- 

22 D. annulatum  B. bladhii 
Hibridó  

23 
D. annulatum D. caricosum  

----------- 

24 
D. aristatum  B. bladhii 

---------- 

25 D. aristatum B. bladhii  ----------- 
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En los procesos de hibridaciones se utilizaron los controles positivos, es decir, 

como testigos del método empleado. En todas las  hibridaciones testigos se observaron 

señales de hibridación positiva; en la Fig. 5 se  muestra el caso  testigo de cromosomas de 

B. radicans (2n= 40) hibridados con su mismo ADN genómico marcado con Digoxigenina 

donde  todos los cromosomas muestran señales de hibridación completa. 

Las especies del género Bothriochloa hibridadas con sondas de D. aristatum, 

mostraron señales parciales. 

Las especies del género Dichanthium hibridadas con sondas de Bothriochloa 

bladhii, mostraron señales  parciales en algunos cromosomas, indicando que comparten 

por lo menos parte de sus  genomas.  

Bothriochloa springfieldii mostró señales de hibridación con sondas de D. 

aristatum, afirmándose que ambas comparten parte de sus genomas.  

Bothriochloa laguroides ssp. torreyana fue hibridada con sonda de B. bladhii, B. 

radicans  y D. aristatum obteniéndose resultados positivos visibles con B. radicans. Con 

las otras dos especies no hubieron resultados positivos, lo que sugiere que B. laguroides 

ssp. torreyana no comparte su genoma con el género Dichanthium pero si podría compartir 

con B. bladhii, por ser de su mismo género. 

Bothriochloa radicans fue hibridada con las sondas de B. bladhii, D. aristatum y 

D. caricosum, no dando resultados positivos visibles.  

B. bladhii se hibridó con la sonda de D. aristatum dando resultado positivo (Fig. 6). 

De esta manera surgen evidencias que ambos géneros comparten sus genomas, lo que 

resulta coincidente con hipótesis previas, pues B. bladhii es una de las especies 

intermedias en las relaciones intergenéricas.  

Dichanthium  caricosum fue hibridada con las sondas de B. bladhii y B. radicans, 

dando señales positivas de hibridación visible únicamente con B. radicans. 
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Dichanthium annulatum se hibridó con sonda de B. bladhii y D. aristatum, con 

resultados positivos visibles y fotografiados con B. bladhii, confirmando que ambas 

especies comparten parte de su material genético. 

 Dichanthium aristatum fue hibridada con sonda de B. bladhii no obteniéndose 

resultados positivos de hibridación. 
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CONCLUSIONES 

Los preparados  utilizados como controles de  Bothriochloa radicans, B.bladhii, 

Dichanthium aristatum y D. carisosum, mostraron resultados positivos en las 

hibridaciones; indicando que la calidad de la sonda estaba en buenas condiciones. 

Sin embargo las señales de hibridación en B. laguroides ssp. torreyana y B. 

springfieldii al hibridarse con ADN de B. radicans, D. aristatum respectivamente, y B. 

radicans con D. caricosum fueron muy débiles probablemente debido a que los preparados 

de protoplastos no fueron óptimos.   

En Dichanthium annulatum y D. aristatum se observaron señales de hibridación 

con Bothriochloa bladhii, lo que indicaría que podría haber flujo génico entre ambos 

géneros.  

Con los resultados obtenidos no se puede confirmar la hipótesis de que los géneros 

Bothriochloa y Dichanthium presenten homologías en sus genomas, hasta tanto se 

identifique correctamente  los  cromosomas y zonas donde se observaban señales de 

hibridación, para ello se necesitarían realizar más pruebas de hibridaciones con preparados 

de mejor calidad  y que puedan confirmar la hipótesis de Harlan & De Wet (1963).  

Sin embargo de darse la oportunidad de repetir las hibridaciones con Dichanthium 

aristatum y B. bladhi  podría confirmarse, que a través de D.aristatum también habría flujo 

génico entre los géneros. 
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LÁMINAS 

 

 

Fig.1: Fotografía de los geles de Agarosa al 1% realizados para corroborar la integridad 

y concentración de los ADN extraídos de las muestras 

 

    

 

 

 

Fig. 2. Fotografía de la membrana de “Dot Blot” realizada para detectar las 

concentraciones y marcado de ADN. Las siembras 3, 5 y 9, indicadas con las flechas, no se 

utilizaron por poseer menor concentración que la muestra testigo. 
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Fig. 3: Placas metafásicas de Bothriochloa A) B. laguroides  2n= 60 cromosomas; B). 

B. springfieldii metafase muy avanzada (protoplasto)  (foto tomada con contraste de fases)  

2n=60 cromosamas C)  B. radicans  y  D) B. bladhii 2n= 40.  Las flechas indican que hay 2 

cromosomas. 
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Fig. 4: Placas metafásicas de las especies de 

Dichanthium estudiadas.  

A) D.  aristatum; B) D. caricosum;  C) 

D. annulatum  Todas las especies con 

2n=40 cromosomas.  

Las barras 5μm 
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Fig. 5: Prueba de hibridación  utilizada como testigo  en  una metafase mitótica de 

Bothriochloa radicans. A) Coloración con DAPI; B) Cromosomas hibridados con  ADN de 

Bothriochloa radicans DIG. La barra corresponde a 5 μm 
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Fig. 6: Bothriochloa bladii. Profase mitotica A) Coloración con DAPI; B) Cromosomas 

hibridados con ADN  de  Dichanthium aristatum DIG. La barra corresponde a 5 μm. 
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Fig.  7:   Dichanthium annulatum Metafase mitótica de D. annulatum (metafase incompleta)  

A) Coloración con DAPI; B) Cromosomas hibridados con  Bothriochloa bladhii Biotina. C) 

superposición de ambas imágenes A y B. La barra corresponde a 5 μm. 
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