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ResumeN

Se llevé a cabo un estudio de la microsporogénesis en un clon androestéril del cultivar de alfalfa
«Saranac », hallindose que, a pesar de que el proceso meidtico transcurria normalmente, al estado de
madurez polinica los l6culos de las anteras se hallaban desprovistos de granos de polen fértiles. Se comprol 6
que el proceso de la microsporogénesis era regular hasta que las microsporas fueron liberadas de las tetradas.
La reducciéon del nimero de microsporas dentro del l6culo de la antera comenzaba al final del estado uninn-
cleado : en este estado las células del tapete mostraban una discontinuidad anormal.

Trabajando con progenies originadas por el cruzamiento de los 18 clones estériles y los polinizadores :
‘Saranac’, clon 49-18, ‘Iroquois’ y seleccién experimental ‘N’, se hall6 que la caracteristica de androesterili-
dad variaba dependiendo principalmente de la fuente del polen. El clon 49-18 dié lugar a progenies con muy
altos porcentajes de esterilidad, mientras que el cultivar ‘Saranac’ se comporté como el mds restaurador de
fertilidad de todos los polinizadores utilizados.

Se llevaron a cabo tres series diferentes de eruzamientos utilizando el método de polinizacién a mano.
En la primera serie cinco clones androestériles del cultivar ‘Saranac’ fueron cruzados con diez lineas, con
endocria previa de un ano del cultivar ‘Saranac’. En la segunda y tercera seriec de cruzamientos, los cinco
androestériles fueron cruzados con los polinizadores Utah 55 B y una seleccion dentro de clones mantene-
dores de Wisconsin. Los resultados de estas dos iltimas series fueron menos variables que los anteriores.
En general se encontré alta variabilidad en el comportamiento de los clones androestériles siendo ésia
atribuida a una posible diferencia en el genotipo.

Con excepcion de la progenie originada por el uso de ‘Saranac’ como polinizador, el comportamiento de
los clones androestériles fue mas estable, es decir, la capacidad de restauracién delos distintos polinizadores
fue mds o menos similar. Sin embargo, se noté grandes diferencias en la capacidad de restauraciéon entre los
distintos clones androestériles ; esto posiblemente indique la necesidad de encontrar mantenedoras de
fertilidad especificas para los diferentes androestériles.

Se llevaron a cabo estudios de fertilidad y produccion de semilla a campo, utilizindose como hembras a
los 18 clones androestériles y como polinizadores el cultivar ‘Iroquois’ y la seleccion experimental ‘N’. El
rendimiento de semilla fue bajo, posiblemente debido a la baja actividad de las abejas en los clones hembras,
aparentemente motivado por factores que hacian a los clones androestériles menos atractivos para las abejas.
También los resultados fueron alterados por ataques de insectos.

t Trabajo de tesis del autor principal para optar al titulo de « Master of Science». Trabajo desarrollado en el « I e«
partment of Plant Breeding and Biometry, Cornell University, USA ».

* Becario de la Universidad de Buenos Aires en la Universidad de Cornell (1968-1970). Profesor adjunto del Depar a-
mento de Biologia y Ecologia, orientacién Genética y Fitomejoramiento.

3 Profesores de Fitomejoramiento de la Universidad de Cornell, EE. UU. que actuaron como presidente y consejero, res-
pectivamente, en el comité especial de estudios de postgrado del autor principal.
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SUMMARY

A study of microsporogenesis in a male-sterile clone of the alfalfa cultivar ‘Saranac’ was carried out.
Meiosis was normal, but it was found that at the stage of mature pollen grain the anther locules were empty.
The breakdown of the regular pattern of microsporogenesis appeared after the microspores were released
from-their tetrads. The reduction in number of microspores inside the locule began at the end of the uninu-
cleate stage. At this stage the tapetum cells showed discontinuity and breakdown.

Working with progenies which arose from the crosses af the 18 malesterile clones with ‘Saranac’, clone
49-18, ‘Iroquois’, and Experimental Synthetic ‘N’ as pollen sources, it was found that the expression of male
sterility was variable, depending upon the pollen source. Clone 49-18 produced the least restoration, that
is, the highest male sterility, and ‘Saranac’ the most restoration. Using the hand-pollination method three
sets of crosses were made. In the first set five male-sterile clones of ‘Saranac’ were crossed with ten one-year
inbred lines of “‘Saranac’ as male parents. For the second and third sets of crosses the male sterile clones
were ¢rossed with the male parents Utah 55 and a Wiscosin selection (W. C. W.). The results were less
variable than with the other clones. Some variation among the male-sterile clones was found, however, and
may have been due to genotypic differences among the male-sterile clones. With the exception of the progeny
which arose using ‘Saranac’ as pollinator, the amount of restoration was more or less similar for all the pollen
sources. Notable differences did occur in the amount of restoration between male-sterile clones. This indicated
the need for specific maintainers for different male-sterile clones,

The fertility and seed set of the male sterile clones was studied at field locations, using two different
male-cultivars ‘Iroquois’, and Experimental Synthetic ‘N’. The seed yield was very low due to some lack of
the bee activity on the male-sterile plants. The male-sterile clones appeared to be less attractive to bees than

the male-fertile clones. Also, a difference in insect infestation caused a reduction in seed set.

INTRODUCCION

Los hibridos de la primera generacién exhiben
un vigor superior al de los progenitores que los
originaron. Con el descubrimiento de un caso de
esterilidad citoplasmatica-génica en el cultivar de
alfalfa “Saranac” (Medicago sativa L.) se hizo ne-
cesaria la evaluacion de la primera generacién
hibrida, asi como también la busqueda de me-
dios por los cuales la semilla hibrida pudiera ser
producida econémicamente.

Existen tres tipos conocidos de esterilidad mascu-
lina: génica, citoplasmatica y citoplasmatica-génica.
La mas comun de todas es la génica, generalmente
determinada por un gen recesivo simple. El tipo
mas interesante para el fitotecnista es la citoplas-
matica-génica que es gobernada por la interaccién
de uno o mas genes con el citoplasma. Este es el
mas utilizado para la produccién de semilla hibri-
da en gran escala, puesto que permite el uso de
lineas restauradoras y mantenedoras de fertilidad.
Estas lineas son de suma importancia en aquellos
cultivos donde el producto comercial es la semilla,
En forrajeras o en todo cultivo en el que la pro-
duccién esté basada en la parte vegetativa de la
planta, las lineas restauradoras de fertilidad no

son necesarias para la produccién comercial. Iste
es el caso tipico de la alfalfa.

Clasificacion y causas de la androesterilidad en
los vegetales. Dorsey (1914) define la esterilidad
masculina como la condicién resultante de la mal-
formacién del grano de polen.

Lewis (1941) indica que lo mas comun es en-
contrar esterilidad masculina en progenies hibri-
das, puesto que es sumamente dificil que se pro-
duzca como mutacién natural.

Jain (1958) postula que la esterilidad masculina
puede ser atribuida a un ancestro hibrido, o cea,
que puede originarse como resultado de una hibri-
dacién intra o interespecifica. E1 mismo autor pro-
pone la clasificacién de la androesterilidad en cinco
categorias: teratolégica, anatémica, evolutiva, am-
biental y no clasificadas,

Esterilidad masculina en alfalfa. ARMSTRONG vy
WHITE (1935) estudiaron la esterilidad polinica
de ocho F. obtenidas de la autofecundacién de
una sola planta, y concluyeron que la esterilidad
era debida a uno o mas factores nucleares.

GRUN (1935) demostré la falta de relacién en-
tre las irregularidades meidticas y la esterilidad
polinica.

CHILDERS (1952) describié dos clases de andro-
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esterilidad: completa y parcial. Encontré que la
androesterilidad completa iba generalmente aso-
ciada con una gran turgencia de las células del
tapete embrionario en la profase temprana. En el
caso de la androesterilidad parcial observé nueva-
mente un comportamiento anormal de las células
del tapete, pero esta vez durante el periodo de
crecimiento rapido de las microsporas.

ArMSTRONG (1952) describié tres causas de an-
droesterilidad en alfalfa: irregularidades meiéti-
cas, disturbios fisiolégicos y autoincompatibilidad.

CHILDERs (1962) senialé6 un caso de androesteri-
lidad completa atribuida a tres genes recesivos de
herencia disémica.

Mc LENNAN y CHILDERS (1964) transfirieron un
factor génico de una planta tetraploide a una di-
ploide, cuando estudiaron la herencia a nivel de
la ultima.

Davis y GREENBLATT (1967) clasificaron la an-
droesterilidad citoplasmatica-génica en alfalfa, des-
de el punto de vista genético, en los siguientes ti-
pos: el tipo “Cms” con el factor para la esterili-
dad citoplasmatica pero el nucleo sin factores
recuperadores; el tipo “C” con el citoplasma nor-
mal y el nicleo sin factores recuperadores, y el
tipo “R” con citoplasma normal y el nicleo con
factores recuperadores.

CHiLpERrs (1967) observa que el trabajo de su
colega BRADNER, muestra un caso neto de esterili-
dad citoplasmatica, dado que la planta “oMs-5"
mosiré un 95 % de granos de polen abortados
o vacios.

Davis (1967) hallé variacion en la preferencia
de las abejas por las lineas androestériles.

MATERIALES Y METODOS

Origen del material utilizado. En el ano 1966
el doctor R. P. Murphy encontré un clon del cul-
tivar de alfalfa ‘Saranac’ que se comportaba como
totalmente estéril. En 1966-67 este clon androesté-
ril fue cruzado con plantas elegidas al azar dentro
del cultivar ‘Saranac’. Cada una de 25C progenies,
fueron autofecundadas y su contenido de polen re-
visado. Luego del analisis de las progenies resultan-
tes se seleccionaron 18 plantas, buscando alta fer-
tilidad cruzada y androesterilidad total. Los padres
utilizados como fuente de polen fueron cultivares
‘Saranac’, ‘Iroquois’, seleccién experimental ‘N’

(flores amarillas) y el clon 49-18, de Cornell; Utah
55 B y W.C.W., descriptos como mantenedores de
fertilidad por W. N. Pedersen y E. T. Binghan,
respectivamente.

Ademas del estudio con el clon original se llevé
a cabo otro programa con cinco clones androestéri-
les (S-63, S-91, S-352, S-512 y S-536) provenientes
de los clones paternos del cultivar ‘Saranac’. La es-
terilidad de estos clones fue comprobada por me-
dio de cruzamientos a mano con progenies resul-
tantes de la autofecundacion de otros clones pa-
ternos del mismo cultivar.

Estudios citolégicos. Con el fin de comprobar
la esterilidad se provocé el desenlace floral sobre
la platina de un microscopio y se clasificé el mate-
rial en fértil o estéril. Este estudio fue complemen-
tado con otro mas preciso que consistié en fijar
los botones florales en Carnoy I para luego hacer
frotis utilizando carmin acético como colorante.

Con el fin de estudiar la estructura interna de
las anteras y del microsporocito se aplicé la técnica
de Feulgen a los clones 40-79 y 222 androestéril
y androfértil respectivamente. El objeto de este
método de coloracion fue, especificamente, estu-
diar el estado en el cual los microsporocitos co-
mienzan a entrar en meiosis.

Nuevamente se empleé la técnica del carmin
acético para estudiar las distintas etapas en la
formacién de los granos de polen. Las etapas es-
tudiadas fueron:

Microsporocito.
Meiosis.
Cuarteto.

Microspora.

U s W DN

Grano de polen maduro.

Otro estudio similar se llevé a cabo empleando
la técnica de hematoxilina de Heidenhain, con la
finalidad de observar el comportamiento de las
células del tapete embrionario en el proceso de
formacién del grano de polen.

Herencia y produccion de semilla. Polinizacion
por abejas. Los 18 clones androestériles fueron pro-
pagados vegetativamente con el objeto de obtener
suficiente material para 5 diferentes tratamientos.
Cada tratamiento fue colocado en la camara de
polinizacién por abejas en el siguiente orden:
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el

. Androestériles solamente.

2. Androestériles mas plantas del cultivar
‘Saranac’ como fuente de polen.

3. Androestériles mas plantas del cultivar ‘Iro-
quois’ como fuente de polen.

4. Androestériles mas plantas de la seleccién

experimental ‘N’ como fuente de polen.

Androestériles mas plantas del clon 49-18

como fuente de polen.

(921

Luego de una semana las plantas fueron insta-
ladas en el invernaculo, donde se coseché separada-
mente la semilla de cada una de ellas. En diciem-
bre de 1968 las progenies fueron sembradas en
terrinas de germinacién y luego transplantadas
a terrinas definitivas dentro del invernaculo, bajo
un régimen de luz continua y temperatura 25-30° C.

En enero de 1969 se inspeccioné el contenido
de polen de las progenies resultantes de cada uno
de los cinco tratamientos. Sobre la base de los
resultados obtenidos se dividié el material en tres
diferentes categorias.

1. Sin polen (O).
2. Trazas de polen (X).
3. Contenido “normal” de polen (XX).

El niimero de plantas revisadas fue 1276.

Polinizacion a mano. En febrero de 1969 se hi-
cieron cruzamientos a mano utilizando como hem-
bra el androestéril original y otros androestériles
provenientes de clones paternos del cultivar ‘Sara-
nac’. Como fuente de polen se utilizaron las pro-
genies resultantes de la autofecundacion de clones
paternos del cultivar ‘Saranac’. También se reali-
zaron cruzamientos utilizando como progenitores
padres a las lineas mantenedoras de fertilidad

U55B y W.C.W.

Estudio de la fertilidad y la produccion de
semilla en el campo. En mayo de 1968 se estable-
cieron dos lotes experimentales de produccién de
semilla hibrida en dos localidades cercanas a la
Universidad de Cornell. Los polinizadores utilizados
fueron ‘Iroquois’ en un sitio y la seleccién expe-
rimental ‘N’ en el otro sitio. Como hembras se uti-
lizaron los 18 clones androestériles originales, trans-
plantados con una distancia entre plantas de apro-
ximadamente 1 m. La relacién femenina-masculina
fue de 2:1, es decir: dos lineas femeninas por ca-
da masculina; de esta forma las lineas femeninas

tenian siempre una linea masculina a su lado. Kl
disefio utilizado fue el de bloques al azar.

El julio de 1969 se tomaron notas de producecion
de semilla y contenido de polen de los 18 clones.
La produccién de semilla fue clasificada en: pobre,
regular y buena. El contenido de polen en: ningu-
no, trazas y normal. En cada repeticién se inspec-
cionaron treinta flores de cada clon.

En agosto de 1969 se coseché las semillas de las
hembras, por separado. Los resultados fueron ana-
lizados por el método de Student y el coeficiente
de correlacién de rangos de Spearman.

RESULTADOS

Estudios citologicos. Se confirmé que los 18 clo-
nes originales eran totalmente androestériles. Ca-
be destacar el hecho que durante los primeros
estados de la microsporogénesis no se noté ningu-
na diferencia entre la morfologia externa de las
anteras de las plantas estériles y las fértiles. Las
diferencias se hicieron perceptibles recién en los
estados finales de la microsporogénesis; los cam-
bios observados fueron el oscurecimiento y arruga-
miento de las anteras de los androestériles.

La estructura interna y el contenido de micros-
porocitos de las anteras de los androestériles en los
estados tempranos de la microsporogénesis, fueron
normales (fig. 1). También se observé que todos
los clones androestériles formaban cuartetos per-
fectamente normales luego de una meiosis regular.

Kl paso siguiente fue estudiar mas detalladarien-
te los estados intermedios entre la formacion del
cuarteto y la formacién del grano de polen ma-
duro. En las figuras 2 y 3, se pueden observar que
entre los cuartetos del androestéril y los del macho
normal no existen diferencias ni en nimero ni en
morfologia. El tamano del boton floral, en el cual
los cuartetos fueron hallados, esta representado por
el de la extrema izquierda en la figura 13, aqui
los microsporos se encontraban en el estado uni-
nucleado. Nuevamente no fueron halladas diferen-
cias entre la planta estéril y Ia fértil (figs. 4,5y 6).
El siguiente estado estudiado esta representado en
la figura 13 por el tercer botén floral de la iz
quierda, en él los microsporos se encontraban al
estado binucleado y fue aqui donde por primera
vez se notaron diferencias entre la estructura in-
terna de la antera del androestéril y la del andro-
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fértil. Las anteras de los clones androestériles se
mostraban arrugadas dado que la cantidad de mi-
crosporas que contenian era mucho menor que la
que contenian las anteras de las plantas fértiles.
También se noté que las células del tapete embrio-
nario no formaban una capa continua como lo
hacian las del androfértil (figs. 7 y 8).

En el cuarto estado (representado en la figura
13 por el botén floral de la extrema derecha) fue
estudiada la etapa final, es decir, cuando las ante-
ras deberian mostrar granos de polen maduros. Las
anteras del clon androfértil se encontraban llenas
de granos de polen aparentemente normales, no
asi las anteras del clon androestéril, que mostra-
ban en el fondo del 16culo residuos de granos de
polen abortados (Figs. 9 y 11). Las figuras 10 y 12
muestran una antera llena correspondiente a un
clon androfértil y una vacia, correspondiente a un
clon androestéril, respectivamente.

Herencia vy produccion de semilla. Polinizacion
por abejas: Cuando cada uno de los androestériles
fueron colocados en la camara de polinizacién sin
otra fuente de polen que el de ellos mismos, la
produccién fue sumamente baja y las plantas ori-
ginadas de esas semillas fueron practicamente 100 %
androestériles.

Las progenies obtenidas cuando se usé el cultivar
‘Saranac’ como polinizador, arrojaron solamente un
56 7% de plantas estériles. Los porcentajes de andro-
esterilidad obtenidos cuando ‘Iroquois’ y la selec-
cion experimental ‘N’ actuaron como polinizado-
res, fueron 85 y 88 %, respectivamente. El porcen-
taje de esterilidad mas elevado (919%) fue obteni-
do en la progenie resultante del uso del clon 49-18
como fuente de polen. Estos datos estan resumidos
en el cuadro 1.

CuaprO 1. — Resumen de los datos obitenidos al analizar las
progenies resultantes del cruzamiento de los clones androesté-
riles con diferentes polinizadores.

Fuente Total Proporcion Porcentaje
de de plantas esterilidad : de

polen revisadas N° fertilidad N° esterilidad
iSaranae ! so i s 151 8&5: 66 56
AER1 8 i 2817 260 : 27 91
LEROquOIsY acies ; 450 381: 69 85
Seleceion”! N .3 377 330 : 47 88

Los porcentajes de androesterilidad resultaron
altos, puesto que tres polinizadores diferentes pro-
dujeron progenies que oscilaban entre 85 y 91 % de
androesterilidad. El porcentaje de androesterilidad
fue bajo solamente cuando se utilizé ‘Saranac’ co-
mo fuente de polen; este cultivar fue el que dio
origen al androestéril original y parece ser que
tuviera mas genes restauradores que los otros po-
linizadores no emparentados. Es importante desta-
car que, a pesar de que los porcentajes de andro-
esterilidad fueron altos, ninguno de los poliniza-
dores mostré un 100% de capacidad mantenedora.

Polinizacion a mano: La primera serie de estos
cruzamientos fue llevada a cabo entre cinco clones
androestériles y diez polinizadores provenientes
de la autofecundacién de clones paternos del cul-
tivar ‘Saranac’. Los porcentajes de esterilidad mas-
culina fueron divididos en tres categorias: bajos,
intermedios y altos. En la primera categoria se in-
cluyeron las progenies que mostraban menos de
80% de esterilidad masculina; en ella se encon-
traban las progenies resultantes de los cruzamien-
tos con los polinizadores 232 y 356. En la categoria
intermedia (entre 80 y 90% de esterilidad mascu-
lina) se encontraban las progenies en las cuales
habian actuado como padres las lineas 683, 664,
842, 1023 y 1066. En la categoria alta (mas del
90% de esterilidad) se encontraban las progenies
resultantes de la cruza de los androestériles por
las lineas 528, 646 y 1028.

Los resultados arrojaron una gran diferencia en
la capacidad restauradora de fertilidad de los po-
linizadores utilizados.

En la segunda y tercera serie de cruzamientos se
utilizaron como fuente de polen flores de los clo-
nes mantenedores de fertilidad U55B y W.C.W.,
respectivamente. La esterilidad de las progenies re-
sultantes fue aproximadamente 98 %, es decir, fue-
ron los porcentajes de esterilidad mas altos ob-
tenidos. También se noté que la influencia sobre
la esterilidad de la progenie debida al clon andro-
estéril que actué como madre, era mucho menor.

Es necesario destacar que, con excepcién de la
progenie resultante de la polinizacién con ‘Sara-
nac’, las diferencias en esterilidad provocadas por
los distintos polinizadores fueron menores que las
diferencias provocadas por los clones que actuaban
como receptores de polen.
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Fig. 7, Clon androfértil U2B : anteras llenas de microsporas en el estado binucleado. Fig. & TUna antera del clon androestéril 40-161 :

notable disminucién en el contenido de microsporas en el estado binucleado. Fig. 9, Clon androfértil U2B.: anteras llenas de mi-
erosporocitos maduros. Fig. 10, Antera llena de microsporocitos maduros pertenecientes al clon androfértil U2B. Fig. 11, Clon
androestéril 40:161 : anteras vacias al estado de madurez polinica. Fig. 12, Antera vacia correspondiente al clon androestéril 4¢-

161 al estado de madurez polinica. Fig. 13, Botones florales en los estados en los cuales se extrajo material para el estudio de las

distintas etapas.
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Estudio de la fertilidad y la produccién de se-
milla en el campo. El comportamiento de los clo-
nes androestériles fue estudiado en dos lotes de
produccion de semilla hibrida y se utilizé6 como
polinizadores abejas domésticas y salvajes. Sobre
estos dos lotes se llevaron a cabo estimaciones en
la produccién de polen y semillas en los distintos
clones.

En el lote que habia sido polinizado con el cul-
tivar ‘Iroquois’ se encontré que solamente tres
plantas femeninas poseian trazas de polen. La ca-
pacidad potencial en produccién de semilla de este
lote fue clasificada como regular. En el lote que
habia tenido como padre la seleccién experimental
‘N” se encontré esterilidad total entre las hembras
y la capacidad potencial para la produccién de
semilla fue clasificada como pobre.

En agosto de 1969 la semilla producida por los
distintos clones madres fue cosechada, trillada y pe-
sada individualmente.

DISCUSION

Estudios citologicos. En los estudios citolégicos
de las plantas de alfalfa androestériles al estado de
madurez polinica, se encontraron las anteras com-
pletamente arrugadas, y con algunos granos de
polen vacios. Esto concuerda con la descripciéon que
hacen DAvis y GREENBLATT (1967) de su androes-
téril total.

La mayor diferencia en estructura interna entre
los androestériles y los androfértiles fue el compor-
tamiento de las células del tapete embrionario du-
rante el estado uninucleado de las microsporas.

La capa del tapete se torné discontinua en el
clon androestéril, pero permanecié continua en el
androfértil. CHILDERS y McLENNAN (1960), estu-
diaron un comportamiento similar al tapete en un
caso de esterilidad completa en alfalfa. Encontra-
ron una marcada separacion entre las células del
tapete y la pared interna del l6culo, asi como tam-
bién la pérdida de solucién de continuidad por
las células del tapete. En el caso del androestéril
‘Saranac’ solamente se encontré la separacién en-
tre células, pero no fueron halladas diferencias
significativas entre el androestéril y el androfértiil
con respecto a la distancia tapete-pared interna del
l6culo.

Herencia. Todos los polinizadores utilizados en
este estudio, con excepcion del cultivar ‘Saranac’,
originaron progenies con altos porcentajes de an-
droesterilidad, pero por otro lado, ninguna de ellos
dio origen a progenies con el 1009% de esterilidad
masculina.

La baja proporcién de esterilidad arrojada por
la progenie proveniente del uso del cultivar ‘Sara-
nac’ como polinizador, puede ser atribuida a que
este cultivar dio origen al androestéril original, y
por lo tanto puede que posea mas factores recupe-
radores de fertilidad que aquellos padres no em-
parentados. El comportamiento de los distintos po-
linizadores, asi como también la variabilidad
hallada en el comportamiento de los clones andro-
estériles, deja entrever una posible herencia cuan-
titativa del caracter restauracion de fertilidad.

Considerando que el androestéril posee un cito-
plasma con factores para androesterilidad y un
nucleo no-restaurador (Rrrr), y que es cruzado con
diferentes lineas que poseen el citoplasma acondi-
cionado para la fertilidad y un nicleo no-restaura-
dor, seria posible obtener genotipos “S” RRrr que
podrian contener una cantidad de polen similar
a la normal.

Actualmente es necesario hallar lineas mantene-
doras que originen 100 % de esterilidad en las pro-
genies. Posiblemente esto se pueda conseguir por
medio de cruzamientos consanguineos seguidos por
la aplicacién de una intensa presion selectiva en
las progenies resultantes.

Produccién de semilla hibride a campo. Las
plantas demostraron ser perfectamente androestéri-
les con la excepcién de tres clones en cada uno de
los cuales se hallé que una planta presentaba trazas
de polen. Estas plantas tienen poca o ninguna in-
fluencia cuando los cruzamientos son efectuados a
mano, su influencia es mucho mayor cuando los cru-
zamientos son hechos en el campo y usando abejas
como polinizadores. Se debe tener en cuenta que
estas plantas se encuentran en las lineas femeninas
del lote, y a pesar de que las lineas femeninas
seran visitadas menos frecuentemente por las abejas,
la cantidad de polen, aunque relativamente pecue-
na, puede llegar a influenciar notablemente sobre
el genotipo de la progenie obtenida por dicho cru-
zamiento. Por lo tanto otro derrotero en el estudio
de la produccién de semilla hibrida de alfalfa,
por medio de la androesterilidad citoplasmatica. se-
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ria la eliminaciéon de aquellas plantas con trazas
de polen.

El bajo rendimiento de semilla obtenida puede
ser atribuido a la baja actividad de las abejas en
las lineas androestériles, pues se observé que ellas
no trabajaban en los androestériles tan intensamen-
te como lo hacian en los polinizadores. Esta obser-
vacion concuerda con los estudios hechos por CHIL-
DERs (1967) y Davis (1969).

CONCLUSIONES

1. Los estudios citolégicos permiten afirmar que
la androesterilidad aparece luego de que las mi-
crosporas son liberadas de las tetradas y que, al
final del estado uninucleado el numero de micros-
poras dentro del léculo de la antera comienza a
disminuir. Esta disminucién, en numero, progresa
rapidamente durante el estado uninucleado y da
como resultado la carencia total de granos de polen
en las anteras maduras. La tnica anormalidad ob-
servada, en la morfologia interna de la antera, fue
la discontinuidad de las células del tapete em-
brionario.

2. Se comprobé que, definitivamente, existia un
alto porcentaje de esterilidad masculina que era
transmitido a la progenie y que la variabilidad
hallada dependia, en cierto casos del polinizador
utilizado, pero que también existia una variacién
debida al clon androestéril utilizade como recep-
tor de polen. Los altos porcentajes de esterilidad
obtenidos con el uso de los polinizadores: clon 49-
18, U55B y W.C.W., son sumamente prometedo-
res para futuras investigaciones en busca de lineas
mantenedoras de fertilidad.

3. Los dos lotes de produccion de semilla hibrida
en el campo, mostraron diferencias significativas
de rendimiento, al analizar los resultados por el

método de Student. Sin embargo, es imposible lle-
gar a conclusiones definitivas sobre la diferencia
del comportamiento en el campo de los androesté-
riles, frente a distintos polinizadores dado que las
replicaciones eran solamente dos y que se hizo
imposible evaluar la interaccién “localidad-polini-
zador”. A pesar de ello, se puede senalar a las li-
neas androestériles 40-104, 40-83 y 40-55, como las
mas rendidoras en ambas localidades.
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