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RESUMEN

Eragrostis curvula (conocida como pasto Ilorén) es una graminea ampliamente distribuida y muy
difundida como uso para forrajes debido a su gran rusticidad y adaptabilidad a distintos tipos de
suelos, generalmente en suelos méas bien infértiles. Por este motivo, el interés por su estudio se ha
incrementado, y méas adn por su capacidad diferencial de reproduccion, en la cual ademés de la
reproduccién sexual (que involucra la interaccion del grano de polen con el saco embrionario para
formar el fruto) posee también otro modo de reproduccién conocido como apomixis, mas
especificamente apomixis diplospoérica. Esta especie se ha convertido en un modelo para el estudio de
la apomixis ya que presenta genotipos con distinto modo reproductivo (apomicticos obligados,
apomicticos facultativos y sexuales). El grupo de trabajo del laboratorio de biotecnologia vegetal del
CERZOS ha realizado varios estudios tendientes a la dilucidacion de los mecanismos moleculares de
la apomixis diplosporica en pasto lloron utilizando distintos enfoques (transcriptémico, genémico y
evaluando aspectos epigenéticos). Para la busqueda de los factores asociados al caracter, es necesario
poder identificar pistilos en un determinado estadio de desarrollo en los distintos genotipos de pasto
llorén, para luego buscar genes diferencialmente presentes o expresados.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un calendario reproductivo con informacién detallada
de tamafio y caracteristicas del desarrollo de los gametofitos masculino y femenino y de las estructuras
gue los contienen (antera y pistilo) en tres genotipos de pasto lloron con modo reproductivo
contrastante (sexual, apomictico facultativo y apomictico obligado). Para lograr dicho objetivo se
procedi6 con el estudio de las flores y se realizaron las mediciones de distintos parametros (largo de
pistilo, largo de ovario, ancho de ovario y largo de antera). A su vez se caracterizaron los estadios de
cada Organo para establecer una relacion entre las medidas obtenidas y el estadio de cada uno
utilizando el microscopio éptico con contraste de interferencia diferencial. Luego se procedid a un
andlisis de los datos obtenidos y la comparacion de los mismos para concluir cual de los parametros
analizados es el mas indicado para lograr la obtencion de pistilos en un estadio determinado del

desarrollo del megasporofito/megagametofito.

El proceso de clarificacion utilizado para la microscopia de contraste de interferencia diferencial fue
exitoso, permitiendo ver la anatomia interna de los ovarios y anteras, y registrar todos los estadios del
desarrollo del saco embrionario y del grano de polen. Se encontraron diferencias en el tamafio de los
pistilos y anteras entre los distintos genotipos. La comparacion entre el desarrollo masculino y del
6vulo mostro que en general los procesos de meiosis en la microsporogénesis y megasporogénesis son
coincidentes. Finalmente, para la creacion del calendario reproductivo se utiliz6 como pardmetro el
largo de pistilo debido a su baja variabilidad en comparacion a los otros pardmetros, y se separ0 en

cuatro rangos de medidas que contienen los estadios de desarrollo del 6vulo.

Este trabajo permitié describir el desarrollo reproductivo del pasto lloron y crear el calendario para

realizar trabajos de andlisis de expresion de forma mas rapida y eficiente.



INTRODUCCION

Cuando se habla de la capacidad de desarrollo de plantas forrajeras en ambientes desfavorables,
Eragrostis curvula (pasto llorén) es una gran candidata para cumplir esta tarea. Esta graminea,
originaria de Sudéfrica y naturalizada en Argentina (Fig. 1), se destaca por poseer una extraordinaria
rusticidad, una gran capacidad para prosperar en suelos pobres en fertilidad y su aptitud para

consolidar suelos erosionables, incluso médanos (Covas, 1991).

Esta especie constituye un grupo polimdrfico, morfolégicamente diverso y no totalmente
circunscripto, motivo por el cual se lo conoce como complejo E. curvula o E. curvula sensu lato
(Voigt et al., 2004).

Figura 1: Pasto llorén creciendo sobre la banquina de la ruta nacional 33.

Caracteristicas morfologicas

Se trata de una planta perenne, que se caracteriza por el macollaje y el crecimiento cespitoso, pudiendo
alcanzar hasta los 180 cm de alto cuando esta en floracion, y hasta unos 50 cm de didmetro de corona
(Fig. 2A). En cuanto a la inflorescencia, cuenta con una panoja formada por un eje ramificado, con
ramas que varian de longitud segun la variedad, sosteniendo espiguillas que contienen de 5 a 10 flores
(Fig. 2B). El desarrollo de la panoja de E. curvula es tipicamente heterocronico. Dentro de la panoja,
los raquis superiores presentan estadios més avanzados en el desarrollo que los de la base de la panoja.
Dentro de los raquis las espiguillas superiores también presentan estadios mas avanzados en el
desarrollo que las espiguillas de la base (Fig. 2C). Sin embargo, dentro de cada espiguilla, las flores
basales se encuentran mas desarrolladas que las superiores (Fig. 2D). Las flores estan compuestas por
tres estambres (6rganos sexuales masculinos, androceo) y un pistilo (6rgano femenino, gineceo) con
un ovario de forma redonda u ovoidal (dependiendo del estadio) y dos estilos que finalizan en dos
estigmas plumosos (Fig. 2E). Ambos 6rganos de la flor se encuentran protegidos dentro de las
glumelas. El fruto es un cariopse de forma ovoide muy pequefio (menor a 2 mm) (Covas, 1991) (Fig.
2F).



Figura 2: Caracteristicas morfoldgicas principales de E. curvula. A: planta adulta en floracién. B: panoja. C: detalle de un
raquis con varias espiguillas. D: espiguilla, junto con las flores que la conforman. En la parte basal se encuentra la flor mas
madura y en la parte superior el estadio mas joven, con un menor tamafio. E: flor, conformada por tres estambres (Es) y un
pistilo central. F: fruto cariopse.



Reproduccion sexual

Como todas las plantas pertenecientes al grupo de las plantas con flor (Angiospermas), se debe tener
en cuenta el ciclo de vida que poseen las mismas, que comprende un mecanismo de alternancia de
generaciones: esporofitica y gametofitica (Goldberg et al., 1994). El esporofito (que forma la mayor
parte del ciclo) surge luego de la fecundacién, a partir de un cigoto diploide (con dos juegos de
cromosomas, uno de cada gameto) que, posteriormente, da lugar a la parte vegetativa de la planta
(tallos, hojas y raices) y a las flores que contienen a los 6rganos sexuales, estambres y carpelos
(Goldberg et al., 1994). En estos 6rganos sexuales, se originan los gametofitos, femenino (saco
embrionario) y masculino (granos de polen), en los cuales se formaran los gametos haploides que

participaran de la fecundacion, cerrando el ciclo (Yadegari y Drews, 2004; Fan et al., 2008).

Desarrollo del gametofito masculino (microgametofito)

Cada estambre (6rgano sexual masculino) esta formado por el filamento y la antera, dentro de la cual

se forman los granos de polen mediante los procesos de microsporogénesis y microgametogénesis.

La microsporogénesis, o formacion de la micréspora, inicia con el arqueosporio, tejido espordgeno
gue por mitosis genera las células madre del grano de polen. Estas células, también llamadas células
madre de las micrdsporas, reduciran la carga cromosémica mediante meiosis, generando tétradas de
células haploides (micrésporas). Posteriormente, las micrésporas aumentaran de tamafio y se separaran

en células individuales (Bedinger, 1992) (Fig. 3).

La microgametogénesis comprende el desarrollo del grano de polen (Fig. 3). Para ello, la micréspora
aumenta de tamafio y se genera una vacuola que acompafia el crecimiento del grano, desplazando el
nucleo hacia la pared de la micréspora. Posteriormente, el ndcleo se divide asimétricamente formando
la célula generativa y la vegetativa que constituyen el grano de polen maduro. La célula generativa
posee un nucleo condensado y menos citoplasma que la vegetativa y, en el momento de la
fecundacion, volvera a dividirse formando dos nucleos espermaticos, que fecundaran a la ovocélula y
a la célula central, danto lugar a la formacion del cigoto y del endosperma, respectivamente. La célula
vegetativa cumple la funcién de formar y permitir el crecimiento del tubo polinico (Mc Cormick,
1993).

MICROSPOROGENESIS MICROGAMETOGENESIS
CMP Diadas y Microspora Microspora Grano de polen Grano de polen
Tétradas unicelular vacuolada bicelular maduro

Figura 3: Microsporogénesis y microgametogénesis en Eragrostis curvula. CMP: célula madre del polen.



Desarrollo del gametofito femenino (megagametofito)

En E curvula, como en todas la Poéceas, el gineceo esta formado por un unico pistilo compuesto por
dos carpelos unidos (gamocarpelar). En el interior del ovario se encuentra el dvulo, unido a la pared
del ovario mediante el funiculo. Cada dvulo esta recubierto por dos capas tegumentarias que
convergen dejando una abertura, denominada micrépilo, que permite el ingreso del tubo polinico
durante la fecundacion. En el extremo opuesto del 6vulo, se encuentra la chalaza. En el interior del
6vulo se desarrolla la nucela, una masa de tejido compacto en la que se diferenciara la célula madre de
la megéaspora (CMM) (Bhojwani y Bhatnagar, 1983).

El desarrollo del gametofito femenino, denominado saco embrionario, se lleva a cabo mediante los
procesos de megasporogénesis y megagametogeénesis (Fig. 4). Durante la megasporogénesis, la CMM
(2n) se diferencia en el interior de la nucela, y méas tarde se divide mei6ticamente generando cuatro
células haploides (megasporas), gque generalmente adoptan una disposicion lineal (tétrada). Dentro de
los diferentes modelos de divisién que podemos encontrar en el desarrollo del saco embrionario en
diversas especies, E. curvula presenta un tipo de division monosporica, en la cual, de las 4 megésporas
formadas, las tres que se encuentran cercanas al micrépilo sufren muerte celular y degeneran,
guedando asi una megaspora funcional (MF) en el extremo chalazal. (Yadegari y Drews, 2004). La
megagametogénesis comprende la formacion y el crecimiento del saco embrionario, de modo que la
MF comienza a realizar divisiones mitoticas, formando un saco inmaduro o joven binucleado, luego
tetranucleado y por Ultimo octonucleado, primeramente sin citocinesis, y luego, generando un saco
maduro con células diferenciadas: tres antipodas en el extremo chalazal, una célula central binucleada
(con dos nucleos llamados nucleos polares) y dos sinérgidas y una ovocélula en el extremo micropilar
(Fig. 4). Este patron de desarrollo es descrito como tipo-Polygonum. En Eragrostis las antipodas
contindan dividiéndose por lo que se ve una proliferacion de antipodas en el polo chalazal (Vorster et
al., 1984).

Una vez formados ambos gametofitos (femeninos y masculinos), se lleva a cabo la doble fecundacion,
gue implica primeramente el transporte del grano de polen hacia el estigma del pistilo, donde germina
formando el tubo polinico, el cual crece a lo largo del estilo hasta llegar al micrdpilo donde se liberan
los nicleos espermaéticos (n). Uno, fecundarad a la ovocélula (n) dando el cigoto (2n) y el otro, se
fusionara a los nacleos polares (centrales) formando el endosperma (3n). Posteriormente, a través de
maultiples divisiones mitéticas, se originara una semilla madura conteniendo al embrién y el

endosperma. (Yadegari y Drews, 2004).



MEGASPOROGENESIS MEGAGAMETOGENESIS

CMM Triada- JEe SE binucleado SE tetranucleado SE octonucleado SE maduro

tétrada degenerantes

Figura 4: Megasporogénesis y Megagametogénesis del saco embrionario sexual de Eragrostis curvula. Los extremos
micropilar y chalazal se encuentran en la parte derecha e izquierda, respectivamente, desde la célula madre de la megaspora
(CMM) hasta el saco embrionario (SE). En el saco embrionario maduro octonucleado, la region chalazal y micropilar se
reubican ambos hacia la parte inferior del saco debido al crecimiento y maduracién provocando la curvatura del saco y las
estructuras que lo rodean.

Apomixis

El desarrollo mencionado anteriormente forma parte de la reproduccién sexual, de modo que se
necesita la union de los dos gametos para la formacion del cigoto y la semilla. Eragrostis curvula
posee, ademas, un modo particular de reproduccion conocido como apomixis. Este tipo de
reproduccion permite a la planta madre dejar descendencia en forma de semilla sin requerir la meiosis
de la CMM ni tampoco la fertilizacion de la ovocélula, generando individuos idénticos (clones) a la
planta progenitora (Nogler, 1984). Este es un caracter que se encuentra en unas 400 especies de
Angiospermas y se supone que surgié a partir de una desregulacion del proceso sexual (Hojsgaard et
al., 2014).

En este proceso asexual, a partir del ovario se pueden originar los componentes de la semilla por tres
mecanismos: Diplosporia, Aposporia y Embrionia adventicia. Los dos primeros son considerados
mecanismos gametofiticos y son procesos que se inician muy temprano en el desarrollo del 6vulo.
Esto ocurre en el momento de la diferenciacion de la CMM en el mecanismo diplospérico y luego de
la diferenciacion de dicha célula en la aposporia. Diplosporia y aposporia resultan en la formacién de
un saco embrionario sin reduccion meiética y el embridn se desarrolla a partir de una ovocélula, en
este caso 2n, que se encuentra dentro de dicho megagametofito no reducido. La embrionia adventicia
se considera un mecanismo esporofitico, ya que se forman embriones pero, a partir de los tejidos

externos del 6vulo (2n), sin mediar la formacion de un megagametofito previo (Crane, 2001).

Un factor que se debe tener en cuenta en el proceso de apomixis es que ocurre sélo en el gametofito
femenino, mientras que para la formacion de los granos de polen se sigue la ruta de desarrollo sexual,
con su correspondiente division meiotica. Generalmente para la formacion del endosperma de la
semilla, se requiere de la union del/los nicleos polares con un nucleo espermatico del polen, mientras
que el embrion, por otra parte, se desarrolla por partenogénesis sin fecundacién. Este mecanismo es
conocido como pseudogamia, y junto con la diplosporia son caracteristicas que aparecen en E.
curvula. (Meier et al., 2008).
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En la apomixis gametofitica, a diferencia de la reproduccion sexual, el saco embrionario se forma en
ausencia de meiosis (apomeiosis), y por lo tanto dicho saco embrionario y los componentes que se
encuentran dentro del mismo no estan reducidos, son diploides (2n) (Fig. 6). En el desarrollo del saco
embrionario apomictico diplospdrico de E. curvula, la CMM, no se divide (apomeiosis), pero si crece
en tamafo, denomindndose este estadio como célula madre de la megaspora elongada (CMME, Fig.
5). Esta, luego sufre dos divisiones mitdticas que daran lugar a un saco embrionario tetranucleado,
conformado por dos sinérgidas, un nucleo polar y la ovocélula (Fig. 5 y 6). La ovocélula (2n) no es
fecundada y desarrolla espontaneamente un embridn por partenogénesis (Savidan, 2000). Este tipo

particular de saco embrionario fue descrito por Crane (2001) como apomixis tipo Eragrostis.

APOMEIOSIS | MEGAGAMETOGENESIS

CMM CMME SE binucleado SE tetranucleado SE maduro
= ," \

o T = N

’ - P N\ = ® e /

- @ \ b / | /

— — (g — @ [ e |
i T T 9/ /

Figura 5: Apomeiosis y megagametogénesis en E. curvula. Los extremos micropilar y chalazal se encuentran en la parte
derecha e izquierda, respectivamente, desde la célula madre de la megaspora (CMM) hasta el saco embrionario (SE)
octonucleado. En el saco maduro, la region chalazal y micropilar se reubican ambos hacia la parte inferior del saco debido al
crecimiento y maduracion provocando la curvatura del saco y las estructuras que lo rodean. CMME: Célula madre de la
megaspora elongada.
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Figura 6: Comparacion de la Megasporogénesis y megagametogénesis en un proceso sexual (A) y uno apomictico
diplosporico (B) de pasto llorén. Modificado de Meier et al., (2008).

En E. curvula las dos formas de reproduccion por semilla (sexual y apomictica), no son excluyentes
una de la otra, pudiendo darse asi una apomixis facultativa, de modo que ambos tipos de reproduccion
coexisten en la misma planta, incluso en flores vecinas dentro de la misma espiguilla. La frecuencia de
sacos embrionarios sexuales y apomicticos es variable en una misma planta y en distintos genotipos o
variedades considerados, siendo la regulacién de este caracter posiblemente debida a efectos
epigenéticos (Selva et al., 2017; Rodrigo et al., 2017; Garbus et al., 2019). A su vez, diferentes
cultivares dentro del pasto llorén presentan distintas ploidias. Con un ndmero basico de cromosomas
X=10 (cantidad de conjuntos cromosomales) los cultivares van desde diploides (2n=2X=20) hasta
octoploides (2n=8X=80) (Carnahan y Hill, 1961). Estas diferencias en la ploidia también se relacionan
con los modos reproductivos, donde las plantas diploides presentan reproduccion sexual, mientras que

los poliploides son apomicticos facultativos u obligados (Asker y Jerling, 1992; Savidan, 2000).
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El pasto llordn se ha convertido en un modelo para el estudio de la apomixis ya que presenta genotipos
con distinto modo reproductivo (apomicticos obligados, apomicticos facultativos y sexuales) y por su
tipo particular de desarrollo de la semilla que posee la misma relacion de ploidia embrién-endosperma
en ambos procesos, sexual y apomictico (Voigt y Bashaw, 1976). EI modo reproductivo de esta
especie ha sido estudiado utilizando enfoques transcriptémicos (Cervigni et al., 2008; Selva et al.,
2012; Garbus et al., 2017), aspectos epigenéticos (Zappacosta et al., 2014; Rodrigo et al., 2017; Selva
et al., 2017; Garbus et al., 2019; Selva et al., 2020) y genémicos (Carballo et al., 2019; Zappacosta et
al., 2019).

En el pasto llordn, una misma célula (célula madre de la megéaspora) sufre meiosis en el proceso
sexual, 0 apomeiosis (ausencia de meiosis) en el proceso apomictico, y se cree que es en esa etapa
temprana del desarrollo donde se define por cuél de los dos procesos se formaré la semilla. Por ello, es
critico poder contar con material en ese estadio, asi como en los estadios previos y posteriores, para

estudios transcriptomicos que nos permitan comprender las bases genéticas del caracter.

Conocer en detalle el desarrollo del saco embrionario en los distintos genotipos apomicticos y sexuales
de E. curvula permitira separar de forma precisa los distintos estadios del desarrollo y poder estudiar
su expresién génica individualmente a través de la secuenciacién de ARN, como asi también el estudio
de los mecanismos de control molecular mediante la identificacion de los genes especificos que
desencadenan y regulan el desarrollo sexual y apomictico. Dichos conocimientos permitirian a futuro
la manipulacion del caracter para su introgresion en especies de produccién agricola con

caracteristicas reproductivas sexuales, mediante la utilizacion de técnicas de ingenieria genética.

13



HIPOTESIS

Como punto de partida para realizar el estudio se postulo la siguiente hipotesis:

“Existe una correlacion entre el tamafio y morfologia de los pistilos y las anteras con el estadio de
megasporogénesis y megagametogénesis, cuya asociacion permitiria una rapida seleccion del material

para su utilizacion en protocolos de andlisis de la expresion de genes”.

OBJETIVOS

Como objetivo general para este trabajo, se planted desarrollar un calendario reproductivo con
informacién detallada de tamafio y caracteristicas del desarrollo de los gametofitos masculino y
femenino y las estructuras que los contienen en distintos materiales de pasto llorén, para su uso en el

estudio de los distintos componentes de la apomixis.
Los objetivos especificos fueron:

1. Lograr una coleccion de muestras de espiguillas de tres genotipos de pasto llorén con modos de
reproduccion contrastante (apomictico obligado, apomictico facultativo y sexual) en distintas etapas de

desarrollo.
2. Realizar la diseccion bajo lupa de los pistilos y anteras.
3. Observar y registrar los parametros de crecimiento y desarrollo del pistilo, el évulo y las anteras.

4. Registrar, utilizando la técnica de contraste de interferencia diferencial (DIC, por sus siglas en

inglés), el estadio de desarrollo femenino y masculino de la flor.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron distintos genotipos de E. curvula con caracteristicas reproductivas diferenciales: Don
Walter (apomictico facultativo), Tanganyika (apomictico obligado) y OTA-S (sexual) los cuales estan
presentes en la coleccion de germoplasma existente en el CERZOS-CCT Bahia Blanca. Las plantas

utilizadas en esta tesis son plantas adultas que se encuentran en el invernadero del CERZOS.

Observaciones citoembrioldgicas

Las panojas se colectaron en el momento de presentar los primeros signos de antesis, donde es posible
encontrar todo el rango de desarrollo del saco embrionario, desde la célula arquesporial hasta la
posible fertilizacion (Meier et al., 2011). Las mismas se fijaron en FAA (4% formaldehido, 50%
etanol, 5% &cido acético glacial, 41% agua destilada) y luego de al menos 24 horas se transfirieron a
etanol 70%. Las espiguillas fueron separadas de la panoja bajo lupa Leica S8APO equipada con una
camara digital Leica MC120 HD.

Se eligio la técnica de clarificacion con salicilato de metilo siguiendo el protocolo descrito por Young
et al. (1979) con pequefias modificaciones. Esta técnica de clarificacion tiene varias ventajas por sobre
las técnicas histoldgicas tradicionales de inclusién, corte con micrétomo y coloracion en las que todo
el proceso abarca varios dias. En cambio, en la técnica de clarificacion con salicilato de metilo el
tiempo que se necesita entre la colecta del material y la observacién del mismo bajo microscopio es
relativamente corto. Brevemente, las espiguillas en etanol 70% se incubaron durante 60 minutos en
agitacion a temperatura ambiente en las siguientes soluciones: etanol 95%; etanol 95% con eosina 2%
(sélo 30 minutos), etanol 100%; etanol/salicilato de metilo 75%/25%; etanol/salicilato de metilo
50%/50%, etanol/salicilato de metilo 25%/75% vy salicilato de metilo 100%. Por ultimo, se
diseccionaron las espiguillas para extraer los pistilos y anteras, y se montaron en salicilato de metilo
100% para su observacion. Alternativamente se ensayaron otras dos estrategias de diseccion, las
mismas fueron: 1) diseccionar las espiguillas in vivo, previo al protocolo de fijacion y clarificacion y

2) diseccionar las espiguillas luego de la fijacion, cuando las mismas se encuentran en etanol 70%.

Los 6vulos y anteras se observaron con un microscopio Leica DM2500 LED equipado con un sistema
de contraste de interferencia diferencial (DIC) y una cdmara digital (Leica MC170 HD). Esta técnica
de microscopia dptica, produce imagenes de la muestra con apariencia tridimensional. Debido a que
los pistilos poseen dos estigmas plumosos, al colocar los mismos en el portaobjetos adoptan una
posicion frontal o posterior de modo que el 6vulo se ve frontal o de forma posterior (Fig. 7). Para la
correcta observacion del 6vulo es importante lograr colocar el pistilo en posicion sagital. De esta
forma se puede observar la distribucion de los nacleos en el saco embrionario de manera més clara y

eficiente, como asi también el tamafio de los tegumentos. Para lograr esta observacion se utiliza un
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portaobjetos con dos cubreobjetos, los cuales hacen de soporte para los pistilos y anteras. Los
cubreobjetos se montan sobre el portaobjetos dejando un espacio a modo de “canaleta”, que permite
ubicar a los pistilos de forma correcta para su vista sagital, luego se coloca un tercer cubreobjetos

tapando la “canaleta” para realizar las observaciones al microscopio (Fig. 8).

206 pm n

——

Figura 7: Comparacion entre las posiciones frontal (A-B) y sagital (C-D) del pistilo. En la imagen B, se observa el saco
embrionario octonucleado del pistilo de la imagen A, pero en este plano solo se observan los nicleos polares. En la imagen C
se observa un pistilo puesto de costado dentro de la “canaleta”. En la imagen D, se puede observar el saco embrionario
tetranucleado en posicion sagital perteneciente al pistilo de la imagen C. Esta posicion permite la observacion de todos los
nlcleos del saco embrionario en un mismo plano.
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Figura 8: Metodologia seguida para la observacion de los pistilos (derecha) bajo microscopio (combinacion de portaobjeto y
cubreobjetos, izquierda).

Para diferenciar entre procesos sexuales y apomicticos y las distintas etapas de desarrollo se tuvo en
cuenta la presencia 0 no de meiosis o degenerantes y la cantidad y posicion de los ndcleos en el saco
embrionario (Meier et al., 2011).

En el desarrollo sexual femenino se diferenciaron al menos seis estadios:

1) Célula madre de la megaspora (CMM).

I1) Formacion de diadas y tétrada por division de la CMM (meiosis).

I11) Megéaspora funcional con presencia de megasporas degenerantes (MF).

IV) Saco embrionario binucleado después de la primera division mitética (SE2).

V) Saco embrionario tetranucleado (segunda mitosis, SE4). Saco embrionario octonucleado
(tercera mitosis, SE8). Luego de la tercera mitosis las antipodas contintan dividiéndose y el
saco embrionario continda creciendo, produciéndose la celularizacion (saco embrionario
octonucleado joven (SE8-J).

VI) Saco embrionario totalmente desarrollado (saco maduro, SE8-M).
En el proceso apomictico se pueden diferenciar al menos cuatro estadios en el 6vulo:

I) Célula madre de la megéspora (CMM).

I1) Elongacion y vacuolizacion de la CMM con ausencia de meiosis (CMME).

I11) Saco embrionario apomictico binucleado (primera mitosis, SA2), a diferencia del saco
binucleado sexual, en el apomictico los dos nucleos se dividen sobre el lado micropilar,
dejando una gran vacuola sobre el extremo chalazal. En el saco sexual, la vacuola es central,
y deja un nucleo en el extremo micropilar y otro en el extremo chalazal.

IV) Saco embrionario apomictico tetranucleado (segunda mitosis, SA4). A diferencia del saco
embrionario tetranucleado sexual, en este caso los nicleos estan en el extremo micropilar. En

el saco apomictico de E. curvula ésta es la tltima division mit6tica que se produce. Al igual
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que el saco embrionario sexual, el saco embrionario continda creciendo, produciéndose la
celularizacién del mismo (saco apomictico tetranucleado joven, SA4-J).

V) Saco embrionario totalmente desarrollado (saco maduro, SA4-M).

También se registrd el desarrollo reproductivo masculino, que es el mismo tanto en genotipos
apomicticos como sexuales. En este caso se pueden diferenciar al menos cinco etapas de desarrollo en

la antera:

I) Célula madre de la micréspora (CMMi).

I) Meiosis, incluyendo diada y tétrada (meiosis).
I11) Microspora unicelular sin vacuola visible.

IV) Micréspora unicelular vacuolada.

V) Grano de polen bicelular.

Se analizaron dos panojas para cada uno de los tres genotipos de las plantas ubicadas en invernaculo
de las cuales se diseccionaron en total 17 espiguillas para cada una. De éstas se realizaron
observaciones en un total de 255 flores (muestreando los pistilos y anteras de cada una) con al menos
5 observaciones para cada uno de los estadios por genotipo. Para cada etapa del desarrollo se tomaron
los parametros morfolégicos de largo y ancho de ovario, largo del pistilo y largo de antera para la
creacion del calendario reproductivo. Para realizar las mediciones se utilizé un ocular equipado con un
reticulo 10 mm/0.1 mm, como asi también el software Leica LAS EZ para la adquisicion de las

iméagenes en lupa y microscopio y su posterior analisis.

Analisis
Para la recoleccion de los datos, su seleccion y su posterior analisis, asi como también la realizacion

de tablas y figuras con graficos comparativos, se utiliz el programa Microsoft Office Excel (version
2019).
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RESULTADOS

Método de clarificacion para flores de pasto llorén

Esta técnica resultd ser apropiada para diferenciar los distintos estadios del desarrollo del saco

embrionario apomictico y sexual y del microgametofito masculino.

La diseccion de las flores en vivo (Fig. 9 A) permitié una mejor manipulacion y un trabajo de
diseccion mas comodo, pero luego de la diseccion habia que mantener las flores separadas para su
fijacion-clarificacion y registro de estadios para poder correlacionar los parametros morfol6gicos con
el estadio del desarrollo de los érganos. Ademas, se debia proceder con rapidez ya que luego de
extraidas las espiguillas, estas comenzaban a deshidratarse. La diseccion de las flores de espiguillas
fijadas (Fig. 9 B) resultdé ser més ventajosa sobre la estrategia de fijacién en vivo ya que podia
trabajarse en cualquier momento con las mismas y las disecciones podian realizarse en largos periodos
de tiempo, permitiendo analizar detenidamente y registrar los parametros morfolégicos de cada flor al
momento de diseccionarla, pero la desventaja que presentaba, al igual que la estrategia de diseccién en
vivo, es gque debian mantenerse las flores separadas para su clarificacion. Por Gltimo, la diseccién de
espiguillas ya clarificadas permitié trabajar con las mismas sin limite de tiempo y se pudo realizar las
mediciones de los parametros morfoldgicos y las observaciones de estadio del desarrollo de los
organos en el mismo momento. La Unica desventaja que presentd esta estrategia fue que resulté un
poco mas laboriosa la diseccion de las espiguillas debido al estado de rigidez que adquieren luego del
proceso de fijacion-clarificacion, y la extraccion de los pistilos demord mas tiempo, en comparacion
con las estrategias previas. De esta forma, de las tres estrategias ensayadas para obtener los pistilos y
anteras para su observacion se eligié trabajar con las espiguillas ya clarificadas para su diseccion (Fig.

9 C), la toma de los parametros morfolégicos y el registro de los estadios de desarrollo de los 6rganos.
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Figura 9: Comparacién de espiguillas y pistilos de E. curvula aislados en vivo (A, B), previamente fijados (C, D) o
previamente clarificados (E, F).
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Observaciones citoembriologicas

Desarrollo del saco embrionario sexual

Como se menciond previamente, el saco embrionario sexual en Eragrostis es del tipo Polygonum. La
célula arquesporial se diferencia de una célula hipodérmica de la nucela, la misma se agranda y da
lugar a la CMM. En esta etapa, se pueden observar los primordios del tegumento interno (Fig. 10 A).
La CMM forma una tétrada de megéasporas por division meidtica, de las cuales solo la megéspora en
posicion chalazal es funcional (MF) y las otras degeneran, en esta etapa ya se pueden observar tanto el
tegumento interno como el externo creciendo y se define la apertura micropilar (Fig. 10 C). La meiosis
ocurre en un lapso muy corto de tiempo y es dificil encontrar tétradas bien definidas debido a que las
megasporas del polo micropilar rapidamente comienzan a degenerar y reducir su tamafo. La MF
comienza a crecer en tamafio y sufre la primera divisién mitotica, dando lugar a un saco embrionario
binucleado (SE2). EI SE2 continla el crecimiento y se genera una gran vacuola central dejando un
nucleo hacia el polo chalazal y otro nicleo hacia el polo micropilar (Fig. 10 D). Luego de la formacién
de la gran vacuola central el SE2 sufre la segunda division mitética y da lugar a un saco embrionario
tetranucleado (SE4, Fig. 10 E). Posteriormente, el SE4 sufre la tercera y Gltima mitosis generando un
saco octonucleado (SE8). La totalidad de los nlcleos en el saco embrionario octonucleado es dificil de
observar debido a que pueden estar en mas de un plano, ademas los nucleos del polo chalazal (las tres
antipodas) contintan con al menos una division méas (Fig. 10 F). Por altimo, el saco se celulariza, la
gran vacuola central crece hacia el extremo superior y la rotaciéon del saco hace que el extremo
micropilar y el chalazal se junten en la parte inferior (Fig. 10 G). En esta etapa del desarrollo es dificil
la observacion de los nacleos de las sinérgidas y antipodas y sélo persisten los ndcleos polares y la

ovocélula.
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Figura 10: Desarrollo del saco embrionario sexual de E. curvula, observado bajo microscopio 6ptico mediante contraste de
interferencia diferencial. Megasporogénesis (A-C) y megagametogénesis (D-F). (A) CMM; (B) Triada en degeneracion; (C)
Megaspora funcional + degenerantes; (D) Saco binucleado; (E) Saco tetranucleado; (F) Saco octonucleado; (G) Saco
embrionario maduro. Las flechas marcan los primordios tegumentarios; am:apertura micropilar,an: antipodas, CMM: célula
madre de la megaspora, deg: degenerantes, MF: megaspora funcional, nch: nicleos chalazales, np: nlcleos polares, nm:
ndcleos micropilares, ov: ovocélula, sin: sinérgidas.




Desarrollo del saco embrionario apomictico:

Como fue mencionado previamente, el saco embrionario apomictico estd formado s6lo por cuatro
células y fue descrito por Crane (2001) como de tipo Eragrostis. Al igual que en el proceso sexual, la
célula arquesporial se diferencia de una célula hipodérmica de la nucela, y la misma se agranda y da
lugar a la CMM (Fig. 11 A). En este punto del desarrollo la CMM no sufre meiosis como en el
desarrollo sexual y no se forma la tétrada de megasporas. En cambio, la CMM comienza a elongarse y
crecer, desplazando el nucleo hacia el polo micropilar y desarrollando una gran vacuola hacia el
extremo chalazal (CMME, Fig. 11 B). Esta etapa del desarrollo se prolonga bastante en el tiempo y
durante este periodo crece el saco embrionario por vacuolizacion. Una vez que la célula crece se
produce la primera mitosis, generando el saco apomictico binucleado (SA2, Fig. 11 C). Luego de esta
etapa los nlcleos hacen una segunda y dltima mitosis, la cual puede ser asincronica, dando lugar
primero a un saco trinucleado para luego formar el saco con cuatro ndcleos (SA4) (Fig. 11 D). Al igual
que en el proceso sexual, el saco continta creciendo y se celulariza, desplazando la vacuola hacia la

parte superior del ovario y juntando los extremos micropilar y chalazal (Fig. 11 E).

Microsporogénesis y microgametogénesis:

Tanto en los genotipos sexuales como en los apomicticos los procesos masculinos de esporogénesis y
gametogénesis siguen la via sexual. Las células arquesporiales (Fig. 12 A) dan origen a las células
madres de las microsporas (CMMi, Fig. 12 B) que durante la microsporogénesis se dividen por
meiosis dando origen en primer lugar a una diada (meiosis 1) y luego a una tétrada de micrdsporas
(meiosis Il) (Fig. 12 C). Posteriormente, en la microgametogénesis, luego de desagregarse las tétradas,
las microsporas (Fig. 12 D) comienzan a agrandarse por crecimiento de la vacuola interna (Fig. 12 E).
Estas microsporas vacuoladas luego sufren la division de su nicleo en dos nucleos, polar y vegetativo
(Fig. 12 F) y luego se producen cambios propios de la maduracién, formando el grano de polen
maduro (Fig. 12 G).
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Figura 11: Desarrollo del saco embrionario apomictico de E. curvula, observado bajo microscopio dptico mediante contraste
de interferencia diferencial. Apomeiosis - megagametogénesis (A-E). (A) Célula madre de la megéspora (CMM); (B) Célula
madre de la megaspora elongada (CMME); (C) Saco binucleado; (D) Saco tetranucleado; (E) Saco embrionario maduro. Las
flechas marcan los primordios tegumentarios; am: apertura micropilar, nm: ndcleos micropilares, np: nicleo polar, ov:
ovocélula, sin: sinérgidas.
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Figura 12: Desarrollo del gametofito masculino de E. curvula, observado bajo microscopio 6ptico mediante contraste de
interferencia diferencial. Microsporogénesis (A-D) y microgametogénesis (E-G). (A) Células arquesporiales del polen; (B)
Célula madre del polen; (C) Diadas/tétradas; (D) Micréspora unicelular sin vacuolar; (E) Micréspora unicelular vacuolada;
(F) Micréspora binucleada; (G) Polen maduro.

Desarrollo del calendario reproductivo

Pardmetros analizados

Para la creacion del calendario reproductivo se tuvieron en cuenta tres parametros de crecimiento en el
6rgano femenino (ancho de ovario, largo de ovario y largo de pistilo), y un parametro de crecimiento
en el 6rgano masculino (largo de antera). En conjunto, estos parametros fueron relacionados con el

estadio de desarrollo que se observaba dentro de cada pistilo para los tres genotipos analizados.

El pardmetro més facil de registrar fue el largo de antera, seguido por el largo de pistilo. El ancho y
largo de ovario no fueron pardmetros adecuados para los estadios tempranos del desarrollo debido a
que son estructuras muy pequefias. Por el contrario, en estadios avanzados el largo del ovario fue un
parametro adecuado, siendo el largo de pistilo un pardmetro un poco méas variable debido a que los
estilos de los mismos comienzan a curvarse dentro del antecio por falta de espacio, dificultando la

medicién o quedando fuera de la escala del reticulo, al igual que las anteras.

El total de los datos registrados se puede observar en la Tabla 1, donde estan distribuidos segun el
genotipo, estadio considerado y parametros analizados. En general, se pudo observar un incremento de
tamarfio de los érganos sexuales a medida que avanzan los estadios de desarrollo en todos los genotipos
estudiados. Este incremento fue acompafiado de un cambio morfoldgico en los mismos; las anteras y
los pistilos comienzan a adquirir mayor porte, el ovario tiende a ovalarse y sus estigmas desarrollan su

aspecto plumoso a medida que avanzan en el desarrollo.
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Al observar el desarrollo de cada genotipo se pudo evidenciar que cada uno tiene su propia variacion
en el tamafio de los érganos a lo largo del desarrollo (Tabla 1). Para todos los pardmetros analizados,
los promedios obtenidos mostraron que Tanganyika present6 los mayores tamafios de los drganos en
los estadios iniciales (arquespora y CMM). Sin embargo, en los estadios mas avanzados, se encontrd
gue Don Walter presentd en general un tamafio mayor de pistilo, seguido del genotipo OTA, y
Tanganyika presentando los menores tamafios. Analizando el tamafio de antera, OTA presentd los

mayores tamafios en los estadios mas avanzados.

A su vez, cada genotipo también presentd distintos niveles de variacion dentro de cada estadio. En este
caso, en general las variaciones fueron pequefias para todos los parametros en los estadios iniciales,
incrementandose en los estadios avanzados. EIl pardmetro mas variable fue el largo de antera, desde el
estadio arquesporial hasta el saco maduro se pudo observar una gran variabilidad para todos los
estadios y en los tres genotipos.

Correlacién entre desarrollo masculino y femenino

Se analizo el estadio del microgametofito dentro de la antera y el estadio del megagametofito dentro
del pistilo, tanto para el genotipo sexual (OTA) como para los dos genotipos apomicticos. Se pudo
observar en el genotipo sexual que en el pistilo suele producirse la meiosis de la CMM antes de que
las CMMi comiencen a dividirse, evidenciando un leve retraso en el desarrollo masculino o un
comienzo temprano en el desarrollo femenino. En cambio, el genotipo apomictico facultativo Don
Walter presentd meiosis en la antera en coincidencia con el momento de la meiosis femenina. La
Tabla 2 contiene los datos registrados para los tres genotipos, y como puede observarse en esta tabla,
aungue existe una cierta variacion en la que un estadio de polen puede corresponderse a mas de un
estadio del 6vulo, los porcentajes de coincidencia son elevados no solo para los primeros estadios,
coincidencia en la megasporogénesis y microsporogénesis, sino también en general para los estadios
de desarrollo de cada 6rgano, indicando una maduracién de ambos en simultaneo. Cabe mencionarse
que en el desarrollo apomictico, el estadio de CMME se correlaciona mayoritariamente con tres
estadios del desarrollo masculino, evidenciando que el estadio de CMME abarca un tiempo importante

en el desarrollo del évulo.
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Tabla 1: Parametros de crecimiento del gineceo y androceo para el estudio y caracterizacion de los distintos genotipos estudiados de E. curvula (um).. CMM: célula madre de la megaspora, CMME: célula
madre de la megaspora elongada, D.E: desvio estandar, MF+deg: megaspora funcional con degenerantes, SA2: saco embrionario apomictico binucleado, SA4-J: saco embrionario apomictico tetranucleado
joven, SE2: saco embrionario sexual binucleado, SE4: saco embrionario sexual tetranucleado, SE8-J: saco embrionario sexual octonucleado joven.

Parimetro de Genotipos Arquespora ; ; ; X SA2/SE4 SA4-J/SES-T Saco maduro
crecimiento {pm) Media DE n| Media DE n| Media DE n| Media DE n | Media DE n | Media DE n | Media DE n | Media DE n
Don Walter 21006 = 5752 9| 32836 + 4356 10| 44007 = 8223 35| 62778 = 13195 18| - = - 0| 88944 = 1084 3 |1135.19 = 12030 0 | 136069 = 19240 18
LargoPistlo | Tanganyika 21493 = 5662 12| 37501 = 6531 7| - = - 0| 59583 = 13251 24| - = - 0| 77401 = 14819 4 | 93054 = 63.19 14|100045 = 5188 10
OTA - = - 0| 28704 = 5844 8| 41535 = 3537 11| 56106 = 11919 20| 73357 = S170 7 | 92867 = 11852 5 |1077.83 = 15413 5 | 122097 = 14066 6
Don Walter 10478 = 12390 O 13851 = 1632 10 18540 = 3034 35| 21421 + 31690 19| - = - 0| 28000 = 1364 4| 30583 = 1095 8 | 38625 = 7210 22
Largo Ovario | Tanganyika 108.56 = 1531 14| 15363 = 2948 10| - = - 0| 21425 = 3530 25| - = - 025521 = 28359 4| 28741 = 3432 14 30800 = 4325 16
OTA - = - 0| 15436 = 2622 11| 18903 = 980 11| 22616 = 2811 21| 27679 = 984 7| 29433 = 2592 3| 33430 = 873 5| 36167 = 5081 9
DonWalter 7482 = 579 3| 9405 = 1016 8| 10370 = 817 35| 14408 = 2380 18] - = - 0| 17976 = 2223 4| 18137 = 3024 7| 23913 = 2037 20
AnchoOvario | Tanganyika 04,19 = 1962 7| 11387 = 2283 7| - = - 0| 14907 = 2324 19| - = - 0| 18826 = - 1] 19030 = 1800 6| 21062 = 2308 11
OTA - = - 0| 944 = 1311 8| 11816 = 1255 10| 15297 = 2091 20| 16915 = 2377 6| 18203 = 2498 5| 22020 = 1273 5| 23621 = 1978 9
Don Walter 23511 = 7373 6| 38875 + 9676 6| 56150 = 14409 35| 807.76 + 13927 19| - = - 0 |1057.78 = 9818 3 | 109525 = 8743 10|1217.50 = 6134 15
Largo Antera | Tanganyika 24620 = 8580 14| 45121 = 15282 11| - = - 0| 70470 = 13225 21| - = - 0| 96022 = 20004 3 | 98667 = 11311 14| 95638 = 9002 12
OTA - = - 0|337.17 = 11000 9| 51630 = 7155 O 809.56 = 13438 21|1009.79 = 6307 8 |117042 = 11378 6 |119028 + 4281 6 | 128167 = 7168 8

Tabla 2: Comparacion de los estadios masculinos y su relacién con el desarrollo sexual y apomictico del saco embrionario. Los valores indican la cantidad de anteras en cada estadio del desarrollo
masculino que coinciden con cada uno de los estadios del desarrollo del 6vulo de la misma flor. Se indica, ademas, la mayor coincidencia (porcentaje que representa el mayor valor, en negrita, en relacion al
total de observaciones). Arg: arquespora, CMP: célula madre del polen, CMM: célula madre de la megaspora, MF+deg: megéaspora funcional con degenerantes, SA2: saco embrionario apomictico
binucleado, SA4-J: saco embrionario apomictico tetranucleado joven, SE2: saco embrionario sexual binucleado, SE4: saco embrionario sexual tetranucleado, SE8-J: saco embrionario sexual octonucleado
joven.

Desarrollo Estadio del Desarrollo masculino
del saco svulo
embrionario Arg/CMP Diada/Tétrada Micr. unicelular  Micr. vacuolada Micr. binucleada Grano maduro
Arg/CMM 17 0 0 0 0 0
Meiosis 3 4 0 0 0 0
MF+ deg 2 4 8 6 0 0
Sexual SE2 0 0 1 6 0 1
SE4 0 0 0 3 1 1
SE8-J 0 0 0 1 4 2
Saco maduro 0 0 0 0 1 7
Mayor coincidencia (%) 77,3 50,0 88,9 62,5 66,7 63,6
Arg/CMM 26 0 3 1 0 0
CMME 4 6 5 15 2 1
Apomictico SA2 0 0 1 2 0 0
SA4-J 0 0 0 5 13 10
Saco maduro 0 0 0 1 5 18
Mayor coincidencia (%) 86,7 | 1000 | 55,6 | 62,5 | 65,0 | 62,1
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Analisis comparativo

Se realizaron cuatro analisis comparativos de los distintos estadios del desarrollo dentro del 6vulo en
relacién a los parametros de crecimiento analizados: largo de pistilo vs. estadio del 6vulo (Fig. 13 A),
largo de ovario vs. estadio del 6vulo (Fig. 13 B), ancho de ovario vs. estadio del 6vulo (Fig. 13C) y
largo de antera vs. estadio del 6vulo (Fig. 13 D). Se pudo observar que en todos ellos existe una
dispersién de los rangos en relacion a los estadios, encontrando superposicién entre el tamafio de los
cuatro parametros analizados y los estadios del desarrollo del 6vulo, por lo que para un mismo tamafio
es posible encontrar mas de un estadio. De este modo, a fin de cumplir con el objetivo de identificar
estadios de desarrollo del 6vulo en relacion a un determinado tamafio de los 6rganos sexuales
analizados, es necesario reducir el nimero de estadios a diferenciar hasta que sean excluyentes los
rangos para cada estadio, pudiendo asi, tener la mayor seguridad posible de encontrar el estadio que se

desea muestrear tomando un tamafio de 6rgano sexual determinado.

Si observamos la dispersion de datos para los primeros estadios del dvulo, arquéspora y CMM, el
largo de pistilo y el largo de ovario son los dos parametros que presentan menos dispersion entre
estadios, en comparacion con largo de antera y ancho de ovario. Por lo tanto, el largo de pistilo seria el
parametro mas conveniente para separar estos estadios de los estadios posteriores, debido a que el
largo de ovario es un parametro mas dificil de medir ya que es muy pequefio en estadios tempranos del
desarrollo. Sin embargo, para la creacion del calendario reproductivo se opt6 por utilizar los rangos
del largo de pistilo a fin de simplificar el uso del mismo para su futura utilizacion en la toma de

muestras de pistilos para analisis moleculares.

En la Figura 14 se observa el calendario reproductivo detallado para el desarrollo sexual y apomictico
del saco embrionario junto con los rangos de largo de pistilo para cada grupo determinado. EI primer
grupo, comprende pistilos con 6vulos en estadios de célula arquesporial y CMM e incluye el estadio
pre-meidtico o pre-apomeidtico para los genotipos sexuales y apomicticos, respectivamente, es decir
estadios previos al ingreso en un proceso apomictico o sexual. EI grupo siguiente, es el post-mei6tico
temprano (sexual) o post-apomeidtico temprano (apomictico) y comprende pistilos en estadio de
tétradas meioticas y MF (sexual) y CMME (apomictico). El tercer grupo es el post-mei6tico tardio
(sexual) o post-apomeidtico tardio (apomictico) y comprende pistilos en estadios de saco embrionario
joven desde SE2 a SE8-J (sexual) y SA2 a SA4-J (apomictico). Por Gltimo, el cuarto grupo comprende

los pistilos con saco embrionario maduro, previos a la antesis o en antesis.
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Figura 13: Relacion entre distintos parametros del pistilo y de la antera y los distintos estadios de desarrollo del évulo para
los genotipos Don Walter, Tanganyika y OTA. (A) Largo de pistilo vs. estadio del 6vulo; (B) Largo de ovario vs. estadio del
ovulo; (C) Ancho de ovario vs. estadio del évulo; (D) Largo de antera vs. estadio del 6vulo. CMM: célula madre de la
megaspora, CMME: célula madre de la megaspora elongada, MF: megaspora funcional, SA2: saco apomictico binucleado,
SA4-J: saco apomictico joven tetranucleado, SE2: saco embrionario sexual binucleado, SE4: saco embrionario sexual
tetranucleado, SE8-J: saco embrionario sexual joven octonucleado, SM: saco embrionario maduro. Los graficos de cajas
fueron construidos a modo de ilustrar la variabilidad de las medidas tomadas para cada estadio de cada genotipo.
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Figura 14: Calendario reproductivo de E. curvula. Cada color representa el tipo desarrollo del saco embrionario: en rosa, desarrollo sexual y en violeta, desarrollo apomictico. Los rangos (coloreados mas
intensamente) definidos para cada estadio se basaron en las medidas efectivas del largo de pistilo (um) de las flores en las que se puede encontrar dicho estadio. CMM: célula madre de la megaspora, CMME:
célula madre de la megéaspora elongada, SE: Saco embrionario.
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DISCUSION

Primeramente, es de importancia aclarar que hasta el momento no se habia realizado un
calendario reproductivo para E. curvula, siendo este trabajo el primero de esta indole para esta
especie. No obstante, se han realizado calendarios para otras especies tales como Paspalum
rufum (Séliman et al., 2019) y Cenchrus americanu (Singh et al., 2022), permitiendo acceder

facilmente a técnicas y metodologias presentes en este trabajo.

La separacion de los estadios se realizd en base al desarrollo propio del saco embrionario,
teniendo en cuenta la cantidad de nucleos y la posicion y tamafio del tejido circundante (como la
nucela y los tegumentos del 6vulo).

La variabilidad de las estructuras reproductivas encontradas en los tres genotipos, permite
establecer un patrén de desarrollo caracteristico, aunque no permite realizar las diferenciaciones
esperadas de todos los estadios planteados, por lo que se decidié agrupar los mismos en cuatro
grupos/rangos de tamafos: pre-meiosis/pre-apomeiosis, post-meiosis/post-apomeiosis temprana,
post-meiosis/post-apomeiosis tardia y antesis.

La pre-meiosis/ pre-apomeiosis, como su nombre lo indica, comprende la CMM previo a la
division meidtica en el sexual y previo a la elongacion de la misma en el apomictico. Post-
meiosis/post-apomeiosis temprana comprende los estadios de meiosis y formacion de la MF en
el genotipo sexual y la elongacion de la CMM en el genotipo apomictico. EI grupo post-
meiosis/post-apomeiosis tardia comprende el saco embrionario joven, que fue considerado
como el conjunto de estadios que comprenden desde la division de la megaspora funcional (en
el sexual) /célula madre de la megaspora elongada (en el apomictico), hasta saco embrionario
octonucleado. Por altimo, el cuarto grupo comprende el saco embrionario maduro (sexual o
apomictico), considerando la presencia de una vacuola bien formada, una gran curvatura del
saco embrionario, haciendo que se acerquen en la base del saco el polo micropilar y chalazal.
Este estadio es coincidente en su mayoria con la antesis o previo a la antesis cuando ya se
encuentran los granos de polen maduros dentro de las anteras, por lo que se lo denomind

antesis.

Los parametros de crecimiento mas sencillos de tomar en lupa con el reticulo fueron el largo de
antera, seguido por el largo de pistilo. Debido a que el largo de pistilo presentdé menor variacion
entre estadios se optd por usar el mismo para la creacion del calendario reproductivo. El
pardmetro ancho de ovario fue el mas variable con respecto a los estadios del dvulo; fue el més
dificil de registrar con el reticulo debido a la necesidad de ubicar el pistilo exactamente en
posicion sagital, sin realizar dafios al momento de la diseccion ni al momento del montaje (por

ejemplo, por aplastamiento) y es debido a ello y a la posicion de los ovarios al momento de la
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toma de datos, que presentara tal dispersion. Por Gltimo, el largo de ovario no present6 tanta
dispersién de tamafios respecto el estadio dentro del mismo, pero es un parametro dificil de

registrar en estadios tempranos del desarrollo por su pequefio tamafio.

Las variaciones obtenidas pueden deberse a multiples causas como las condiciones de
crecimiento de las plantas donde se tomaron las inflorescencias, la época del afio (se sabe que
hay cambios en la frecuencia del porcentaje de sacos apomicticos y sexuales a lo largo del
periodo de floracion (Rebozzio et al., 2011), situaciones de estrés en la planta al momento de
tomar la inflorescencia (estd documentada la respuesta a estrés en la frecuencia de sacos

apomicticos y sexuales) (Rodrigo et al., 2017, Selva et al., 2020).

Teniendo en cuenta todo lo mencionado anteriormente, se puede decir que existe una
correlacion entre el tamafio y la morfologia de los pistilos y anteras con los procesos de

megasporogénesis y megagametogénesis, corroborando la hip6tesis planteada en este trabajo.
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CONCLUSION

El trabajo realizado permite obtener una aproximacion de lo que ocurre en el modelo de
desarrollo reproductivo de E. curvula, con el cual es posible realizar comparaciones con
muestras que se obtienen a campo y rapidamente poder establecer una asignacién de estadio a
cada pistilo, siempre con un margen de error, pero favoreciendo la obtencion de muestras en el

estadio deseado.

La creacion del calendario reproductivo y su separacion en grupos de estadios de desarrollo del
saco embrionario de acuerdo al tamafio de los pistilos correspondientes, la recoleccion de
pistilos puede ser realizada de una forma més réapida y eficiente, reduciendo el tiempo de
trabajo. A su vez la caracterizacion de los estadios permite realizar futuras comparaciones con

diversos genotipos e incluso con otras especies para poder realizar nuevos analisis.
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