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Resumen

Hidalgo, M. I. M., I. Caponio & G. A. Norrmann. 2007. Citogenética y biologia reproductiva de
Anthaenantia lanata (Kunth) Benth. (Poaceae: Panicoideae). Kurtziana 33 (2): 27-33.

Anthaenantia lanata (Kunth) Benth., generalmente citada como Leptocoryphium lanatum (Kunth)
Nees, es una graminea ampliamente difundida en regiones tropicales y subtropicales de América.
En este trabajo se presentan recuentos y caracterizacion cromosomica, estudios del sistema
reproductivo y fertilidad de dos poblaciones tetraploides (2n = 4x = 40) de Argentina. El
comportamiento de los cromosomas en meiosis fue regular, con formacion de asociaciones
cromosomicas bivalentes y cuadrivalentes. El analisis de la ontogenia del megagametofito permitid
inferir la tipologia de los sacos embrionarios, los que resultaron ser monospdricos, bipolares,
octonucleados y con proliferacion de antipodas, por lo que corresponderian al tipo Polygonum var.
Poaceae. Las poblaciones analizadas se reproducen sexualmente. Pruebas de compatibilidad polen-
pistilo sugieren la existencia de un sistema de autoincompatibilidad que practicamente impide la
autofecundacion, por lo que se trataria de una especie aldgama por autoincompatibilidad.

Palabras claves: cariotipo, Leptocoryphium.

Abstract

Hidalgo, M. I. M., I. Caponio & G. A. Norrmann. 2007. Cytogenetics and reproductive biology of
Anthaenantia lanata (Kunth) Benth. (Poaceae: Panicoideae). Kurtziana 33 (2): 27-33.

Anthaenantia lanata (Kunth) Benth., often cited as Leptocoryphium lanatum (Kunth) Nees, is a
grass widely distributed in tropical and subtropical regions of America. In the present paper we
describe chromosomes counts, meiotic chromosome behaviour and breeding systems in two
tetraploid (2n = 4x = 40) populations from Argentina. Meiotic behaviour is regular, with bivalent
and quadrivalent associations. The embryo sac typology of this cytotype corresponds with a
Polygonum var. Poaceae type. Pollen pistil tests revealed the presence of a self-incompatibility
genetic system that impedes selfpollination.

Key words: karyotype, Leptocoryphium.

Introduccion 2003). Lo integran 4 especies americanas: 4.

rufa (Elliott) Schult., A. villosa (Michx.) P.

El género Anthaenantia P. Beauv. Beauv, 4. villaregalis (McVaugh & R.

pertenece a la subfamilia Panicoideae, tribu  Guzman) Espejo & Lopez-Ferrari y A. lanata
Paniceae, subtribu Paspalinae (Zuloaga et al. ~ (Kunth) Benth.
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En 1829 Nees crea el género Leptocoryphium,
que diferencia de Anthaenantia por la forma de
las espiguillas y la morfologia del apice de la
lemma superior. Transfiere al mismo so6lo a A.
lanata, con lo que el género se hace monotipico
con Leptocoryphium lanatum (Kunth) Nees como
unico exponente. Varios autores no fueron
proclives a apoyar esta separacion (Bentham,
1881; Bentham & Hooker, 1883; Hackel, 1887;
Clayton & Renvoize, 1986; Webster, 1988; Espejo
Serna et al., 2000; Zuloaga et al., 2003) en cambio
otros como Hitchcock (1927, 1930, 1936);
Rosengurtt et al. (1970); Burkart (1969) y Nicora
& Rugolo de Agrasar (1987) la utilizaron, lo que
provocé que coexistieran ambas acepciones de la
entidad por largo tiempo. En este trabajo se adopta
el criterio de Zuloaga et al. (2003) aceptando la
validez de Anthaenantia lanata (Kunth) Benth.

Anthaenantia lanata (Kunth) Benth. se
distribuye desde México hasta la Argentina,
Uruguay y Brasil. Su habitat natural son los
suelos secos, arenosos, de praderas virgenes,
laderas de pastoreo normal, desapareciendo en
los piquetes y campos muy cargados (Burkart,
1969; Nicora & Rugolo de Agrasar, 1987). Es
considerada una buena forrajera natural,
apetecida por el ganado y medianamente
productiva (Rosengurtt et al., 1960).

Los antecedentes citologicos existentes en el
género Anthaenantia son escasos, conociéndose
dos recuentos cromosoémicos para A. lanata (sub
Leptocoryphium): (i) un citotipo tetraploide con
2n=4x=40 cromosomas (Nunez, 1952),
procedente de Pergamino, Provincia de Buenos
Aires, Argentina; (ii) y un citotipo diploide con
2n=2x=20 cromosomas, proveniente de la region
de Chiquitania, Departamento de Santa Cruz,
Bolivia (Killeen, 1990).

No existen datos sobre biologia reproductiva
de esta especie ni de otras del género. Cabe
destacar que Anthaenantia se ubica dentro de la
subtribu Paspalinae junto al género Paspalum,
que posee variadas estrategias reproductivas
incluyendo diploides sexuales autoincompatibles
y tetraploides apomicticos pseudogamos (Quarin
& Norrmann, 1987). En el presente trabajo se
da a conocer informacidon sobre cromosomas,
reproduccion y fertilidad en individuos
tetraploides (2n = 4x = 40) del nordeste de
Argentina. Se espera que esta informacion sea

de utilidad para la adecuada recoleccion de
germoplasma y el correcto manejo de la especie
en planes de mejora genética.

Materiales y Métodos

El material estudiado proviene de dos
poblaciones naturales del nordeste argentino, de las
cuales se recolectaron semillas y se transplantaron
matas para su cultivo en el invernaculo y en el Jardin
Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias
(UNNE) durante el periodo de estudio. Los
ejemplares de herbario correspondientes se
encuentran depositados en CTES y sus datos de
procedencia son los siguientes:

ARGENTINA. Prov. Corrientes: Dpto. Capital:
localidad El Riachuelo (27° 35” 53” S; 58° 44’
32” W), Caponio (C) 68. Prov. Entre Rios:
Dpto. Colon: Colon, El Palmar (31° 52° 10” S;
58° 18’ 30” W), Caponio (C) 117.

Los recuentos cromosdmicos se realizaron en
apices de raicillas tratadas en solucion saturada de
+-bromonaftaleno durante 2,30 h, sin fijacion previa
y tefiidas mediante la técnica de Feulgen (ver Jong,
1997).

El cariotipo fue realizado en base a fotografias
de las metafases mitdticas obtenidas, estimandose
los siguientes parametros morfométricos: longitud
brazo corto (s); longitud brazo largo (1); longitud
total de cada cromosoma (c), donde c=s+1; longitud
cromosomica promedio (LM); longitud total del
cariotipo (LTC); rango cromosémico; indice
centromérico (IC), donde IC=100 s/c y razén
promedio entre brazos (AR)= “(s/l)/n. La
nomenclatura utilizada para la descripcion del
cariotipo es la propuesta por Levan et al. (1964).

El idiograma se obtuvo sobre la base de las
medias de las longitudes de los cromosomas y de
los indices centroméricos. Los cromosomas fueron
ordenados por grupos de mayor a menor, segin su
tamafio. Cada cromosoma del idiograma representa
a los cromosomas que por su similitud fueron
agrupados de a 4.

Para el estudio de la microsporogénesis se fijaron
inflorescencias jovenes en alcohol absoluto (3): acido
acético glaciar (1), durante 24 horas y se conservaron
en alcohol 70% a 4° C. Las células madres del polen
se colorearon con carmin acético al 2 %.

El modo de reproduccion fue determinado al
estudiar la megasporogénesis y megagametogénesis,
para lo cual se fijaron inflorescencias en diferentes
estados de desarrollo, en una solucion de FAA
(etanol 70%, acido acético, formaldehido, 18:1:1)
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durante 24 horas y se conservaron en alcohol 70%
a 4° C. La deshidratacion se realiz6 en una serie de
alcohol butirico terciario y posteriormente se
incluyeron en parafina. Los cortes seriados se
realizaron a 12 “am de espesor utilizandose una
doble coloracion safranina-fast green (Johansen,
1940).

La fertilidad de los granos de polen se evaluo a
través del analisis de germinacion y penetracion de
los tubos polinicos a través del estigma, estilo y
ovario, utilizdndose la técnica de Kho & Baér (1968)
bajo microscopio de epifluorescencia.

La produccion de cariopsis se determind bajo
tres condiciones de polinizacion: (i)
autopolinizaciéon, con restriccion absoluta a la
entrada de polen foraneo durante la floracion, lo
que se logré ensobrando inflorescencias en bolsas
de papel sulfito y aislando las plantas en invernaculo;
(ii) polinizacién cruzada forzada, asegurando la
presencia de polen foraneo, lo que se logrd
espolvoreando manualmente las flores del material
Caponio 117 con polen del material Caponio 68;
(iii) polinizacion libre.

Se contaron mas de 500 espiguillas por planta
durante dos periodos de floracion para cada tipo de
tratamiento, confirmandose la presencia o ausencia
de cariopsis en la totalidad de las espiguillas
obtenidas, bajo microscopio esterecoscopico, y
expresandolo como porcentaje de espiguillas que
producen frutos.

Resultados y Discusion

Citologia

Los recuentos cromosémicos realizados en
este trabajo indican que las poblaciones C 68 y
C 117 estan constituidas por individuos con 2n
= 4x = 40 cromosomas (Fig.1). Los cromosomas
se aparean formando predominantemente
asociaciones bivalentes y cuadrivalentes
(detalles en Tabla 1). Se observé la presencia
de cromosomas accesorios o cromosomas “B”
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Fig. 1.- Metafase mitdtica de Anthaenantia
lanata (2n=4x=40). Barra 5 pm.

en ambas poblaciones (ver Tabla 1). Los
cromosomas B se diferenciaron por su tamaio,
notoriamente mas pequefios que el resto de los
cromosomas, y porque no se aparean entre si ni
con el complemento comun (Fig. 2).

Las dos poblaciones aqui estudiadas
corresponden a un unico citotipo tetraploide,
con cromosomas pequeflos y un cariotipo
simétrico, siendo la longitud total del cariotipo
de 45.15 um y la longitud promedio de los
cromosomas de 1.12 um. El cromosoma mas
pequefio mide 0.68 um y el mas grande 1.33
um. Aplicando la nomenclatura propuesta por
Levan et al. (1964) para la descripcion del
cariotipo, la férmula cariotipica basica para A.
lanata es IM + 9m. Se observd un satélite en
el brazo corto del cromosoma n°® 7 (Fig.3).

Megasporogénesis y Megagametogénesis

La ontogenia del megagametofito comienza
con la diferenciacion de una célula subepidérmica
en el tejido nucelar del 6vulo: la arquéspora o

Tabla 1
Promedios y rangos de asociaciones cromosomicas en Anthaenantia lanata. C: Caponio
Promedios y rangos de variacion

1 11 111 v B’s

c117 - 8.15 - 5.7 3
Entre Rios (6-14) (3-8) (2-4)

C 68 Riachuelo 0.2 8.8 0.2 5.6 3
(0-1) (6-12) (0-1) (4-7) (2-4)




30  Tomo 33 (2): 27-33. 2007

KURTZIANA

Fig. 2.- Diacinesis de Anthaenantia lanata (n =
18 1I+1 IV+2 B). Los cromosomas B se indican
con flechas. IV: cuadrivalente. Barra 5 pm.

célula madre de la megaspora (CMM). Cuado
se inicia la division meidtica, el 6vulo comienza
a crecer y se curva gradualmente hacia delante,
adquiriendo la forma caracteristica de un 6vulo
hemicampilotropo (Bocquet & Bersier, 1960).

La CMM después de la primera division
meiodtica origina una diada, donde ambas células
son semejantes en volumen y caracteristicas.
Después de la segunda division meidtica, resulta
una tétrada lineal de megasporas. Posteriormente
se produce el deterioro de tres de las megasporas,
quedando s6lo una megaspora funcional en
posicion calazal que dara origen al
megagametofito femenino.

Finalizado el proceso meidtico, la
megaspora funcional comienza su proceso de
diferenciacion y desarrollo aumentando su
volumen, el citoplasma se vuelve denso con
pequeiias vacuolas dispersas, el nticleo presenta
un nucleolo notable diferenciandose facilmente
del resto de las células nucelares vecinas. Luego
de la primera division mitética de la megaspora,

las vacuolas primarias se fusionan formando
una gran vacuola central que separa a los
nucleos quedando asi un saco embrionario
binucleado, polarizado, con un niticleo en cada
polo separados por la vacuola central. Estos
ntcleos vuelven a dividirse y después de este
segundo ciclo cariocinético resulta un saco
embrionario 4-nucleado donde permanece la
vacuola central.

Luego del tercer ciclo cariocinético en el
saco embrionario quedan 4 ntcleos ubicados
en el polo micropilar y 4 nucleos ubicados en
el polo calazal, separados por la gran vacuola
central, formandose un saco embrionario 8-
nucleado maduro.

La célula central se ubica ocupando el mayor
volumen del saco embrionario, extendiéndose
desde el extremo inferior del aparato oosférico
ubicado en la region micropilar, hasta alcanzar
a las células antipodas en la region calazal.
Dicha célula aloja a los 2 nticleos polares, que
son voluminosos, bien definidos, con nucleolos
muy notables.

En la region micropilar el aparato oosférico
queda constituido por dos sinérgidas y una
oosfera. Estas tres células muestran un arreglo
triangular: la oosfera se presenta como una célula
de gran tamafio flanqueada por las dos sinérgidas
y ubicada algo por debajo de éstas. La oosfera
se extiende hasta el limite de la célula central
sobrepasando la longitud de las sinérgidas; su
nucleo ubicado en la parte inferior es voluminoso,
con nucleolo notable alojado en un citoplasma
denso. En el extremo micropilar de las sinérgidas,
en contacto con la pared celular del saco
embrionario, se observa un engrosamiento de
dicha pared formando una estructura en bandas
que corresponde al aparato filiforme, constituido

Fig. 3.- Idiograma de Anthaenantia lanata. Barra: 1,50 pm.



HIDALGO, M. I. Biologia Reproductiva de Anthaenantia lanata (Kunth) Benth. 31

Fig. 4.- Dos vistas de un saco embrionario de Anthaenantia lanata.

Mostrando en A antipodas

proliferadas (an) y en B los nucleos polares (np) y la oosfera (o).

por una masa de proyecciones de pared que se
extienden dentro del citoplasma.

En el polo calazal del saco embrionario se
observan las antipodas que si bien en un principio
son 3, a medida que el saco embrionario va
desarrollandose éstas proliferan formando una
masa de células uninucleadas semejantes entre
si (Fig. 4 A), con nucleos pequeiios, pudiéndose
contar al momento de la antesis hasta 10 células.

En un estado mas avanzado del desarrollo
del saco embrionario, los dos nticleos polares
migran hacia el centro de la célula media (Fig.
4 B), donde permanecen juntos dentro de un
citoplasma rodeado por vacuolas. Queda asi
conformado un saco embrionario del tipo

Polygonum var. Poaceae (Anton & Cocucci,
1984).

Tabla 2

Germinacion y crecimiento de los tubos polinicos hasta 6 horas después de realizadas
las polinizaciones. C: Caponio

Tiempo después | Cantidad relativa de granos de polen germinados hasta
de la polinizacién Estigma Estilo Ovario
(horas)
c117 2 + - -
Colon, 4 ++ + -
Entre Rios 6 - ++ -
2 + + -
C 68 Riachuelo 4 ++ + -
6 -+ ++ -
, 2 ++ + -
En‘Fre Rios 4 +++ ++ ++
X Riachuelo 6 ERE FR— NS




32 Tomo 33 (2): 27-33. 2007

KURTZIANA

Fertilidad

El estudio del desarrollo de tubos polinicos,
sobre estigmas, estilos y ovarios bajo diferentes
condiciones de polinizacion, se detalla en la
Tabla 2. Bajo condiciones de autopolinizacion,
se observo que a las dos horas de polinizacion,
la mayoria de los granos de polen habian
emitido un tubo polinico de longitud igual al
diametro del grano de polen. Dentro de las 4
horas posteriores a la polinizacion, estos tubos
polinicos presentaron una longitud de 2-3 veces
el diametro del grano de polen, pero en ningin
caso se observo que llegaran hasta el ovario.
La misma situacion se observo a las 6 horas de
la polinizacion. Bajo condiciones de
polinizacion cruzada forzada se observo que
en las 6 horas posteriores a la polinizacion la
mayoria de los tubos polinicos que se
desarrollaron llegaban a la region micropilar
del ovario.

Produccion de cariopsis

Bajo condiciones de polinizacion libre, el
20% de las espiguillas de la poblacion C 68 y
el 23,6 % de las espiguillas de la poblacion C
117 formaron cariopsis. En condiciones de
polinizacion forzada, en ambas poblaciones la
produccién de cariopsis aumentd 41,66 % vy
67,4 % respectivamente. Esta diferencia se
puede explicar por una mejor provision de polen
en la condicion forzada. En condiciones de
autopolinizacion, menos del 2 % de las
espiguillas produjeron cariopsis (Tabla 3).

Conclusiones

A. lanata es una especie con citotipos
diploides y tetraploides. El analisis de la

morfologia de los cromosomas en poblaciones
tetraploides sugiere una arquitectura genomica
de 10 cromosomas, cada uno representado
cuatro veces. Esta observacion es sustentada
asimismo por el comportamiento de los
cromosomas en la meiosis, con asociaciones
cuadrivalentes que evidencian ese grado de
homologia. Se sugiere que este citotipo se habria
originado por autoduplicacion a partir de un
citotipo diploide.

Por otra parte, el nimero cromosomico
basico encontrado en A. lanata x = 10 es
consistente con la ubicacion de Anthaenantia
dentro de la subtribu Paspalinae.

El modelo de megasporogénesis y el posterior
desarrollo del saco embrionario indican que su
sistema de reproduccion es sexual. Los resultados
obtenidos referentes a la relacion polen pistilo
bajo fluorescencia confirman que A. lanata
posee un sistema de autoincompatibilidad con
determinacion  génica  que  reduce
considerablemente la tasa de autofecundacion y
define su sistema de reproduccion como alogamia
por autoincompatibilidad.

Dado que no existe informacion publicada
sobre elementos de la biologia reproductiva en
otras especies de Anthaenantia, nuestro estudio
constituye la primera cita de eventos
reproductivos en este particular género
americano.
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