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CITOLOGIA Y METODO DE REPRODUCCION EN DOS
ESPECIES DE PASPALUM (GRAMINEAE) (¥*)

por GUILLERMG A. NORRMANN (*¥)

Si bien existen bases teoricas para el uso de la apomixis en el mejora-
miento genético de pasturas (Harlan, 1966; Bashaw, 1975; Voigt
et. al. 1977), resta aiin mucho por comprender acerca de este tipo de
reproduccion, en especial lo relacionado al control genético del mismo
y a su papel evolutivo. El mejoramiento de especies apomicticas es
posible, pero requiere un conocimiento méas profundo de la citologfa
de esas especies y de los factores que gobiernan la apomixis.

Burton (1948) establecio mediante tests de progenies que P. nota-
tum F1. se reproducia apomicticamente. Investigaciones posteriores
revelaron que la apomixis es frecuente en el género (Bashaw y Holt,
1958; Burson, 1975;Burson y Bennett, 1970,1971ay 1971b; y Bashaw
et. al., 1970).

El objetivo del presente trabajo es el estudio de la citologia, la
fertilidad y el método de reproduccion de P. regnellii Mez y P. hydro-
philum Henr.

Paspalum regnellit es una especie perenneque habita en el sur de
Brasil, este de Paraguay y extremo noreste de Argentina, donde esta
restringida a la provincia de Misiones. P. hydrophilum es una especie
con vigorosos rizomas indefinidos, tallos erectos y follaje tierno que
vive en terrenos inundables o en pantanos en las provincias de Formosa,
Chaco, norte de Santa Fe y noroeste de Corrientes en Argentina.

MATERIAL Y METODOS

Las plantas utilizadas en este trabajo fueron establecidas por medio
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de semillas. P. regnellii fue coleccionado en la localidad de Montecarlo,
Misiones (Quarin n° 3657). P. hydrophilum proviene de la localidad de
Makellé, Chaco (Quarin n° 3079). Los ejemplares herborizados se hallan
depositados en el Herbario del Instituto de Botinica del Nordeste
(CTES).

Los recuentos cromosémicos en mitosis se efectuaron utilizando
puntas de raices. Estas fueron pretratadasen una solucién saturada de
1-bromonaftaleno durante 2 hs. y posteriormente fijadas en una mez-
cla de alcohol etilico absoluto y acido lactico en proporcion 5:1 duran-
te un minimo de 2 y un maximo de 24 hs. Para su coloracion se utilizo
la técnica de Feulgen. Para la meiosis se utilizaron células madres del
polen (CMP) coloreadas con orceina acética o con carmin acético.

El estudio del desarrollo del saco embrionario se hizo por medio
de cortes seriados de ovarios en distintos estados de madurez. En
enero de 1980 se escogieron inflorescencias que cubrieran el desarrollo
del saco embrionario y se las fijo durante 24 hs. en FAA (90 cc de al-
cohol etilico 70%,5 cc de formaldehido y 5 cc de acido acético glacial).
De cada espiguilla se separo el ovario, disecandose asi aproximadamente
200 por cada especie. Como en los estados jovenes los ovarios son
muy pequeiios, éstos fueron separados con parte de la espiguilla, inclu-
yendo anteras a fin de no perder el material en los pasos siguientes.
Luego se deshidrataron por medio de una serie de alcohol bhutilico
terciario en concentraciones crecientes y se incluyeron en parafina a fin
de acondicionarlos para el corte. Los ovarios fueron seccionados longi-
tudinalmente en cortes seriados de 15 micras de espesor. Se utilizo
la doble coloracion con safranina y fast-green.

La fertilidad del polen fue estimada en base al porcentaje de granos
que se colorean con Lugol (yodo—yoduro de potasio al 2%). No menos
de 1.000 granos fueron observados para establecer el porcentaje en
cada especie.

La produccion de semilla se estimd en base al porcentaje de espi-
guillas que desarrollaron un grano, teniendo en cuenta que en el género
Paspalum las espiguillas son unifloras. La autopolinizacion se logro
encerrando algunas inflorescencias en bolsas de papel sulfito antes
que se inicie la antesis.
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RESULTADOS

Citologia.

La .observacion de varias células mitoticas permitio establecer que P.
regnellii tiene un nimero zigotico de 40 cromosomas, los que durante
la meiosis se aparean formando siempre 20 bivalentes (II) (Fig. 1y
Cuadro 1). La segregacion en anafase 1 es regular, con una distribucioén
de 20 cromosomas hacia cada polo en 27 células observadas.

En P. hydrophilum (2n = 40 cromosomas), las asociaciones c¢romo-
somicas més frecuentes, observadas en diacinesis y metafase I, son biva-
lentes y tetravalentes (IV) (Figs. 2—3 y Cuadro 1). En menor propor-
cion se observaron monovalentes (I) y trivalentes (IIf). En una célula
se observo un hexavalente (VI) y en otra un octovalente (VIII) (Fig. 2).
La segregacion cromosomica fue regular (20:20) sélo en 9 de las 28
células analizadas en anafase I. De las restantes células 12 mostraron
una distribucion 21:19, en una era de 23:17 y en las otras 6 se obser-
varon cromosomas rezagados (Fig. 4). Estos, por lo general, parecen
dividirse al final de la anafase I formando microniicleos en telofase I.

Cuadro 1: Asociaciones cromosomicas observadas en Diacinesis y Me-
tafase I en dos especies de Paspalum.

Promedio y rango de variacion por célula de

Especie 2n Ne de
CMP | g 111 v VI VI

P, regnellii 40 122 20
(20)

P. hydrophilum 40 127 0.4 138 009 29 0.01 0.01
0-5)  (6-20) (0-1) (0-7) (0-1) (0-1)
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Fig. 1—4: Cromosomas meidticos en P. regnellii y P. hydrophilum. 1: P. regnellii,
prometafase I mostrando 20 II. 2—4: P. hydrophilum. 2: metafase con 21 +9 1I
+ 3 1V (flechas) + 1 VIII (doble flecha). 3: prometafase I con 8 Il y 6 IV. 4: ana-
fase I con un cromosoma rezagado ( x ca 1700).

Megasporogénesis y desarrollo del saco embrionario. (Iig. 5)

En P. regnellii la megasporogénesis y el desarrollo del saco embriona-
rio siguen el modelo tipico de las plantas sexuales de las Gramineas.
De una célula de la nucela se diferencia una célula arquesporial, la que
se distingue por su mayor tamafio, el citoplasma mas claro, el nucleolo
més grande, y por hallarse rodeada de calosa. Esta célula arquesporial se
divide meioticamente dando lugar a la formacion de una tétrade linear

de megasporas. El proceso meibtico ocurre casi simultineamente en
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Fig. 5: Esquema de la megasporogénesis y desarrollo del saco embrionario en,. P.regnellii y P. hydrophiltum.
Punteado =2n.

En blanco =n.

Contorno simple = origen en tejido arquesporial.

Contorno doble = origen en tejido nucelar.
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anteras y ovarios. Inmediatamente, las tres megasporas ubicadas hacia
la micropila degeneran, quedando como funcional la que esta hacia la
chalaza. Esta aumenta en volumen, adquiere un citoplasma densamente
coloreado y luego, mediante tres divisiones mitoticas, forma un saco
octonucleado del tipo Polygonum. El estado octonucleado es muy bre-
ve, ya que las antipodas proliferan formando una masa de células por
lo general binucleadas. Asi entonces, el saco embrionario maduro pre-
senta la siguiente constitucion: la oosfera en el extremo micropilar,
rodeada por dos sinérgidas ya deterioradas y con citoplasma densamen-
te tefiido; cercanos a la oosfera se ubican los cuerpos polares facilmente

detectables por sus nucleolos grandes y bien coloreados de rojo; luego,
en el otro extremo del saco y separada de la oosfera y los cuerpos
polares por grandes vacuolas, se encuentra una masa de antipodas en
nimero dificil de determinar. El 6vulo es anatropo.

En P. hydrophilum, la megasporogénesis es como en P. regnellii,
salvo que la meiosis en lacélula arquesporial ocurre con posterioridad
al correspondiente proceso meidtico en las células madres del polen.
Antes de que los tegumentos se desarrollen completamente, se diferen-
cia una célula arquesporial en la nucela, la que se divide meidticamente
para dar lugar a la formacion de una tétrade linear de megasporas.
En algunos casos, las tres megasporas ubicadas hacia la micropila dege-
neran, quedando la ubicada hacia la chalaza como funcional. Esta se
divide mitoticamente formando posteriormente un saco embrionario
sexual tal como ya fuera descripto para P. regnellii. En otros ovarios,
sin embargo, se observo que las cuatro megasporas degeneran. Indepen-
dientemente del posterior desarrollo o deterioro de la megaspora fun-
cional, en gran parte de los ovarios analizados se pudo apreciar que una
o algunas células nucelares adquieren un citoplasma muy denso y
aumentan su volumen. Estas células se dividen para dar lugar a la for-
macion de sacos embrionarios aposporicos; uno o algunos de éstos
completan su desarrollo y el resto pareceria ser aplastado por los que
logran desarrollarse. Estos sacos aposporicos se caracterizan por presen-
tar un namero variable de nicleos, generalmente 3 6 4. Carecen de

antipodas, o si las hay, no es en gran ntmero. La orientacion y/o
ubicacion de estos sacos en el ovulo es generalmente distinta a la de
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un saco normal. De esta manera, en ovarios maduros se observo un 16 %
de 6vulos con un saco sexual, un 32% con un saco sexual y uno o mas
aposporicos, y un 52% con sacos apospOricos.

Fertilidad.

En P. regnellii el porcentaje de granos de polen coloreados es elevado
(90 % ), como también lo es la produccion de semillas, tanto en condi-
ciones de polinizacion libre (84 % ) como autopolinizacion obligada
(80% ). Tales porcentajes fueron determinados en base al recuento
de por lo menos 500 espiguillas para cada caso.

En P. hydrophilum el porcentaje de granos de polen coloreados es
del 70%. El porcentaje de espiguillas que producen semillas es muy
bajo, tanto en condiciones de autopolinizacion (17%) como de polini-
zacion libre (23%). Ambos porcentajes fueron determinados en base al
recuento de por lo menos 350 espiguillas para cada caso.

DISCUSION

Este es el primer recuento cromosodmico para P. regnellii. Citolo-
gicamente esta especie se comporta como un alotetraploide (2n =
4x = 40), observandose regularmente 20 bivalentes en metafase meio-
tica.

Su formula genomica podria expresarse como RRSS, donde no exis-
te homologia entre el genomio R y el S. Del andlisis de la megasporo-
génesis y del desarrollo del saco embrionario se deduce que esta especie
se reproduce sexualmente.

Los resultados obtenidos para coloracion de polen (90%) y para
produccion de semillas (84%), demuestran que P. regnellii es una es-
pecie de elevada fertilidad, lo cual no es comiin en el género. El porcen-
taje de espiguillas que producen semillas en condiciones de autopoli-
nizacion obligada (80%), demuestra asimismo que es una especie auto-
compatible.

El mejoramiento de P. regnellii, por ser una especie de reproduccion
sexual, puede ser llevado a cabo por métodos convencionales y, dada
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su fertilidad, podria resultar de interés en cruzamientos para elucidar
relaciones interespecificas. .

P. hydrophilum Henr. posee 2n = 4x = 40 cromosomas, lo que coin-
cide con el recuento hecho por Quarin (1977). La ocurrencia de tetra-
valentes en meiosis sugiere la presencia de dos genomios relacionados.
Dado que el promedio de tetravalentes por célula no es alto (2,9), es
dable suponer que estos genomios no son totalmente homdlogos. En
tal sentido, podrian ser designados H H H’ H’, donde existe homolo-
gia segmentaria entre los genomios H y H’. Las asociaciones de seis y
ocho cromosomas podrian deberse a translocaciones heterocigoticas
reciprocas, o bien podrian estar apoyando la idea de que el nimero
béasico ancestral en Paspalum debio ser x = 5 (Forbes y Burton, 1961;
Quarin y Hanna, 1980).

El anélisis de la megasporogénesis y desarrollo del saco embrionario
indican que esta especic es apomictica facultativa. El sistema de repro-
duccion de esta especie es, por lo tanto, muy semejante al de los autote-
traploides inducidos de P. hexastachyum {(Quarin y Hanna, 1980).

La produccion de semilla es pobre (23%), lo que podria ser debido a
un efecto nocivo de la competencia por el espacio en el desarrollo
uiterior de los sacos embrionarios. Esto es, el crecimiento simultaneo
de embriones y endospermas en un dvulo con varios sacos embrionarios,
podria determinar el deterioro de todas las estructuras en formacion.

Summary

Microsporogenesis, megasporogenesis, embryo sac development,
and fertility were studied in P. regnellii Mez and P. hydrophilum
Henr.

The chromosome number of P. regnellii (2n = 40) is reported for
the first time. Bivalent chromosome pairing suggests allotetraploid ori-
gin for this species with RRSS genome formula. There is no homology
between R and S genomes. Cytological data suggest that P. hydrophi-
lum (2n = 40) has a H H H’ H’ genome formula with segmental homo-
logy between H and H’ genomes. Observations on megasporogenesis
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and embryo sac development indicate that P. regnellii reproduces
sexually and P. hydrophilum by means of facultative ap omixis.
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