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DESARROLLO DE LAS CUBIERTAS DEL CARIOPSE
DE Paspalum dilatatum Poir. (Poaceae)

P. IZAGUIRRE - ARTUCIO* y GONZALO ZILIANI*

SUMMARY

The ontogenetic development of the caryopsis coat of Paspalum dilataum Poir. is studied since the time of anthe-
5is up 1o mature state, always in relation to the parallel development of embryo and endosperm. The major changes
that take place in the following layers: aleurone layer, nucellus, ovule integuments and pericarp are described in detail.

Key words: caryopsis, coal, pericarp, epidermis, nucellus, integuments.

RESUMEN

Se presenta e] desarrollo ontogenético de las cubiertas delcariopse de Paspalum dilatatum Poir, desde la antesis
hasta la madurez, relaciondndolas con el desarrollo paralelo del embrién ¥ el endosperma. Se incluyen en detalle los
cambios principales producidos en: capa de aleurona, nucelo, tegumentos del 6vulo y pericarpo.

Palabras clave; cariopse, cubiettas, pericarpo, epidermis, nucelo, tegumentos.

INTRODUCCION

El desarrollo y la estructura del cariopse de las gramineas ha merecido la atencién
de muchos investigadores (Narayanaswami 1954, 1955; Randolph 1936; Sanders
1955; Morrison 1975; Rost 1973; Rost et al. 1984; Bhatnagar & Chandra 1976;
Bradbury et al. 1956; Anton, A. M., 1982; Izaguirre y Laguardia, 1987) y otros, encon-
trandose diferencias importantes no solamente en el embrién y el endosperma, sino
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también en la estructura de las envolturas, relativas a las distintas especies estudiadas
en cada caso.

El “pasto miel” (Paspalum dilatatum Poir.) en nuestro pais ha sido estudiado en
los aspectos citolégicos (Albicette 1980, Coll 1976); embriol6gicos (Izaguirre y Zilia-
ni 1979, Valdés 1976); de mejoramiento (Navarro 1976, Millot 1987; Rivas 1987) ger-
minacién (Garcia 1971), etc. por su interés como excelente graminea nativa a ser incor-
porada a praderas permanentes.

En el presente trabajo se estudia la ontogenia de la cubierta del cariopse, exclu-
yendo las modificaciones que fueron estudiadas a nivel de la regi6n plancentaria por
los mismos autores (Izaguirre y Ziliani, 1975) atendiendo principalmente a los cam-
bios estructurales relacionados paralelamente con la evoluci6n del embnén y del en-
dosperma,

Se propone que la colecta de las muestras se realice de acuerdo a los 6 estadios
morfolégicos indicados en Materiales y Métodos relacionados con las diferentes eta-
pas de 1a evolucién interna del ovario en desarrollo. Se entiende que de ese modo se
tiene una medida comparativa distintaque la de horas o dias después de la polinizaci6n,
como lo hacen otros autores, eliminando asi las modificaciones que se producirian por
influencia de factores ambientales varios (chma, suelo, época y toma de la muestra,
regién geogréfica, altitud, etc.).

MATERIALES Y METODOS

Se trabaj6 con plantas de distinta procedéncia, cultivadas en el Jardin Boténico de
Ia Facultad de Agronomia que en distintas etapas de desarrollo fueron coleccionadas
segun los siguientes estadios morfolégicos:

estadio 1: con panoja aiin totalmente incluida dentro de l1a hoja bandera.

estadio2: con panoja con la base incluida dentro de 1a hoja bandera, con polen maduro
(antesis).

estadio 3 espiguillas con antenas maduras, dehiscentes (post-antesis). -

estadio 4 espiguillas con anteras cafdas y estigmas marchitos

estadio 5 espiguillas con cariopse de tamafio definitivo pero mmaduro

estadio 6 canopse maduro

Lasmuestras representativas de los distintos estadios después de lafijacibnen FAA
(95 cc. de alcohol 70 °, 5 cc de 4cido acético glacial y 5 oc de formaldehido) son pasadas
por eritrosina a saturacién en alcohol 70° y luego por la serie de deshidratacién del al-
cohol butilico terciario para su inclusi6n en parafina. Los bloques de parafina se sec-
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cionan a 10-15 micras con micrétomo American Optical M 26, Los cortes se colorean
con safranina-fast green. Se hace el montaje definitivo en bédlsamo de Canad4. Los
cariopses maduros en estadio 6 se embeben en agua tibia durante 2 a 3 horas antes de
la fijaci6n. '

Las microfotografias se obtuvieron con peliculas Panatomic X en microscopio
Olympus Vanox, de las siguientes zonas del cariopse: a) porcién opuesta a la regién
plancentaria (dorsal mediana), b) porcién ventral distal del cariopse y <) porcién mar-
ginaldel cariopse donde se encuentran los haces vasculares que innervan los estigmas,
en seccién longitudinal o transversal, segun se indica en cada caso.

RESULTADOS

1. Correlacidn de la morfologlia de la espiguilla con el desarrolio del cariopse (Figura
No. 1) ' '

Los estadios morfol6gicos externos que se mencionan en materiales y métodos co-
rresponden a determinadas estructuras internas del cariopse en desarrollo que se deta-
llan a continuaci6n.

Estadio 1. Es laetapa de megasporogénesis y gametogénesis descriptas en trabajos
anteriores (Izaguirre y Ziliani, 1979) que por muy tempranas, no se describen en este
trabajo.

Estadio 2. Desde la formacién completa del saco embrionario hasta las primeras
etapas de la embriogénesis (embri6n 32 - celular), pasando por la temprana formacién
del endosperma en etapa nuclear y principio de la degeneracién nucelar (Fig. 1, 2ay
2 b).

Estadio 3. El proembrién es globoso, multicelular y el endosperma celularno alcan-
za a ocupar todo el volumen interno de la cavidad del 6vulo, dejado por el agranda-
miento de éste acompafiado de la casi total desaparicién del nucelo; enestado avanza-
do, comienza la formacién de la capa de aleurona (Fig. 1, 3ay 3 b).

Estadio 4. En el embrién se esbozan, escudete, radicula y coleoptile; el endosperma
ocupa todo el volumen del cariopse que atn no ha alcanzado su tamafio final (Fig. 1,
4a y 4b). :

Estadio 5. Ambos, embrién y endosperma alcanzan tamaiio definitivo; se esbozan
comienzos de vascularizacién enel eje del embrién y enel escudete, pero las cubiertas
del cariopse no han llegado a la reduccién definitiva (Fig. 1, 5ay 5 b).

Estadio 6. Cariopse maduro, como en época de la cosecha. (Fig. 1, 6ay 6 b).
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II. Modificaciones de la cubierta del cariopse
A. Capa de aleurona

Se origina en la periferia del endosperma central; es visible desde el estadio 3 avan-
zado y estd formada por una sola capa de células (Fig. 3a, A), persistiendo asi hasta
Iamadurez del cariopse (Fig. 3 cy 3d., A), con excepciénde la zona placentaria, donde
las células se hipertrofian (células de transferencia de aleurona) y pueden presentarse
en dos 0 mds capas (Izaguirre y Ziliani, 1975).

En el estadio 4 se ha observado con alguna frecuencia la invaginacién de esta capa
hacia el endosperma central, formando una estructura similar al endosperma lobado
citado ya para Paspalum scrobiculatum (Narayanaswami, 1957). (Fig. 2d, Ai y El).

B. Nucelo

Enla embriogeniatemprana (estadio 2), el nucelo comienza a degenerar. Laepider-
mis nucelar (Fig. 2a, Ne), uniseriada, de células alargadas axialmente, tiene pared
tangencial externa mds engrosada y cutinizada que la intema, con micleo prominente,
En el estadio 4 esta capa también se desorganiza por ruptura de las paredes radiales y
de latangencial intema en parte, persistiendo algo del contenido celular (Fig. 3b, Ne).
Comoresultado final en el cariopse prematuro (estadio 5) aparece una linea a veces do-
ble formada por los restos persistentes de las paredes cutinizadas (Fig. 3¢, Rc).

C. Tegumentos - Cubierta seminal

En el estadio 2 se observa que de los dos tegumentos del 6vulo, el intemo presenta
dos capas de células y el extemo tres o mds segun la zona (Fig. 2a, Te). Luego de la
fecundacién comienzan a desorganizarse; el extemo lo hace en primer término, al pro-
ducirse la ruptura de las paredes de las células conservando restos de contenido celular.
En la iniciacién del estadio 3, se observan ambos en la zona ventral y s6lo el interno
en la zona dorsal, donde se ha producido la destrucci6n en parte de las paredes radiales
de las células, persistiendo restos dispersos de ellas aiin en el estadio 3 avanzado. El
tegumento interno es el tltimo en desaparecer manteniendo la capa cuticularizada, que
en el estadio 4 aparece ondulada como consecuencia del crecimiento del 6rgano (Fig.
3b, Ry 3c, Re). Esta capa constituye en el cariopse maduro (estadio 6), 1a cubierta se-
minal, comprimida, acelular (Fig. 3d, Rc). :
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D. Pericarpo

Corresponde a la pared carpelar, que rodea a la semilla propiamente dicha. El
espesor del pericarpo es variable segtin la zona del grano considerada. En este trabajo
consideramos:

zona ventral la de 1a regi6n placentaria que tiene el mayor espesor.

zonas marginales a las dos que corresponden a los mérgenes de las piezas que
conforman ¢l antecio. Tienen espesor intermedio entre la anterior
y la zona dorsal.

zona dorsal la opuesta a la ventral; es la que presenta el menor espesor

zona basal la de 1a base del grano que es compacta y amplia

zona apical la de la base del estilo, mds laxa que la anterior en el curso de la
ontogenia.

Antes de la fecundacidn (estadio 2 temprano) el pericarpo estd formado por tres
capas: la epidermis interna, ¢l parénquima intermedio y laepidermis externa (Fig. 2a).
Después de la fecundacién, comienzan a delimitarse las siguientes: a) epidenmis
interna (células tubulares), b) células cruzadas, ¢) parénquina intermedio, d)
hipodermis y e) epidermis externa.

a) epidermis interna. (células tubulares). Estrato uniseriado formado por células
tubulares cuyo eje mayor es paralelo al eje longitudinal del grano y al de las células
epidérmicas externas. En el estadio 2 tienen paredes poco engrosadas y mantienen
restos del nicleo y contenido celular (Fig. 2a, Ct). En las zonas basal y apical, donde
hay mis masa de tejido subyacente, las c€lulas mantienen su forma prismaética
primitiva. En las zonas dorsal y ventral, se aplastan, esbozando ya la forma que
adoptardn en lo sucesivo. En el estadio 3 joven tienen ya la conformacion definitiva,
inclusive en las zonas basal y apical, aunque el estrato es aiin continuo y los micleos
comienzan a mostrar principios de degeneracién. En el curso de la ontogenia las
células se espacian (estadio 4, Fig. 3a. y 3 b, Ct) y las paredes se engrosan,
lignificdndose en el estadio 5 (Fig. 3¢, Ct), quedando en el cariopse maduro
comprimidas contra la cubierta seminal.

b) células cruzadas. Estrato de una o dos hileras de células alargadas-con el eje
mayor perpendicular al eje longitudinal del grano. En la zona marginal y ventral
pueden tener mds de una capa y su didmetro es mayor que en la zona dorsal y que en
las células del estrato més arriba mencionado. En el estadio 2 son nucleadas, circulares
en seccién longitudinal del grano y de tamafio regular (Fig. 2a, Cc). En estadio 3 aiin
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conservan el micleo, pero a causa del crecimiento rdpido del grano y por ruptura de las
paredes de las células vecinas externas (parénquima), se intercalan ambas capas entre
si (Fig. 3b, Cc). Encorte transversal se venen los estadios 3 y 4, las paredes engrosadas
y lignificadas con notables puntuaciones. En los Gltimos estadios (5 y 6) se ven desor-
ganizadas quedando sélo restos de paredes (Fig. 3c, Cc).

¢} parénquima intermedio. Este parénquimaconstituye la mayor parte del volumen
del pericarpo por lo menos hasta el estadio 4. En etapa joven (estadio 2) tiene 4-5 filas
de células isodiamétricas en las zonas apical y basal y alargadas longitudinalmente en
las otras zonas; tienen paredes delgadas, celuldsicas. Se vuelve graduaimente laxo a
medida que crece el 6rgano (estadio 3) quedando sus capas separadas por grandes
espacios intercelulares. En la zona basal se mantiene como tejido compacto mientras
que en la apical (Fig. 2¢, Ppi) y marginales, las células se distorsionan perdiendo esa
estructura mds rdpidamente. En la zona ventral (Fig. 3b, Ppi) ticne m4s capas y los es-
pacios intercelulares son menores que en la zona dorsal (Fig. 3a, Ppi). En el estadio
4 comienza la ruptura de las paredes comprimiéndose el tejido notablemente. En los
estadios 5 y 6 se convierte en 1-2 capas acelulares muy colapsadas (Fig. 3c, Ppi).

d) hipodermis. Estrato uniseriado de células grandes conspicuas de forma alargada
enel sentido longitudinal del grano. Enel estadio 2 no se ha diferenciado de las restan-
tes capas subyacentes. En el estadio 3 temprano comienzan a engrosarse débilmente
las paredes radialesy alignificarse en parte (Fig. 2 b, H). Enel estadio 4 se discontinian
(Fig. 3 b, H), espacidndose y se constata en ellas la presencia de almidén; enel 5, se
visualiza cada vez inenos, quedando por dltimo (estadio 6), comprimidas contrael res-
to del parénquima.

e) epidermis externa. Estrato uniseriado mé4s externo del cariopse, de células tabu-
lares orientadas en el mismo sentido que 1a epidermis interna. En estadio 2 tienen las
paredes engrosadas y las tangenciales externas cutinizadas (Fig. 2a, Pee). En el estadio
3 comienza la lignificacién (Fig. 2b, Pee) de las paredes celulares. Al igual que en la
capa anterior, fueron observados granos de almidén. Hasta el estadio 5 continlan
engrosando las paredes, en mayor proporcién las radiales y la capa mantiene aiin su
caricter celular (Fig. 3c, Pee). En el estadio 6 al producirse la ruptura de algunas de
las paredes radiales, parecen alternarse células mds largas con otras de menor dimen-
sién (Fig. 3d, Pee).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Elexamen de los cortes seriados de cariopse en el estadio 4 mostré, no muy frecuen-
temente, la presencia de endosperma lobado, sobre todo en 1a zona media a distal, co-
mo consecuencia de la invaginacién de lacapa de aleurona, dando asi evidencia de acti-
vidad mersitemdtica para esa capa celular (Fig. 2d, El). Se corroboran en este trabajo
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las observaciones de Narayanaswami (1957) para Paspalum scrobiculatum y de Sass
(1946) para una variedad de mafz.

La epidermis nucelar, donde Izaguirre y Ziliani (1975) observaronen laregién pla-
centaria células de transferencia, se reduce en la madurez del cariopse a la pared tan-
gencial externa cuticularizada, apareciendo a veces como una doble linea. A nivel de
microscopia Optica, es dificil discernir si corresponde s6lo arestos nucelares o si ade-
mids incluye capas cuticulares derivadas de la desorganizacién del tegumento interno.
Segiin Morrison (1973) en trigo, la capa interna serfa de origen nucelar y la capa exter-
na de cuticula corresponderia, a partir de sus observaciones con microscopia electrd-
nica, a lacubierta seminal. Para Rost (1973) en Setaria lutescens esta capa electrénica-
mente densa corresponderia a la cubjerta seminal.

El tegumento extemo persiste por lo menos hasta el estado de proembrién globoso
(32-celular), a diferencia de lo observado en Paspalum scrobiculatum en que desapa-
rece mucho antes,

En el pericarpo, la epidermis intema uniseriada, denominada “células tubulares™
de Vogl (Percival 1921) fueron vistas por Narayanaswami en Paspalum scrobicula-
tum aunque Bhatnagar y Chandra en trigo, consideran que estdn ausentes y que la
epidermis intermna corresponde a las “células cruzadas”, término propuesto por Per-
cival (1921). Estas se encontrarian como capa adyacente a la epidermis interna.

El parénquima intermedio en el cariopse maduro, en nuestro material, queda
reducido arestos de paredes comprimidas (una a dos capas), luego de pasar por varias
etapas de transicion ya descriptas, mientras que en Paspalum scrobiculatum se descri-
ben como las mismas capas celulares para el grano maduro que las del grano joven,
aunque algo colapsadas. Esto sugeriria que tal observacién ha sido hecha sobre
cariopse que no habia alcanzado todavia el estado de madurez total.

En la epidermis ¢ hipodermis se encontraron células conteniendo granos de
almid6n sefialados s6lo para la hipodermis en Echinochloa frumentacea (Naraya-
naswami, 1955) y para el mesocarpo en Sorghum bicolor (L) Moench, envueltos en
una matriz citoplasmatica (Zeleznak y Varriano, 1982).

La mayor velocidad de llenado de grano, en estrecha relacidén con la sintesis y acu-
mulacién de hidratos de carbono, almidén en particular, se constata ennuestro material
en los estadios 3 y 4, correspondientes a embrién globoso y principio de la diferen-
ciacién de sus 6rganos. En estas etapas se producen los mayores cambios a nivel de
la estructura intema del cariopse, mientras que las cubiertas se van adaptando a este
desarrollo. Es en estos estadios que se verifica el mayor incremento en volumen del
grano, Esto es coincidente con lo observado enmaiz (Randolph, 1936), donde lamayor
velocidad de crecimiento ocurre entre los 10y 20 dias posteriores a la fertilizacion,
correspondiendo a los estadios 3 y 4 de nuestro material.

En la cubierta del cariopse de Paspalum dilatatum, al igual que en las de lamayoria
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de las gramineas, las capas que la componen, sufren diversas modificaciones a lo largo
de la ontogenia. Estas modificaciones son producto de la destruccién, colapso y presio-
nes que ejercen unas capas contra otras durante el crecimiento del grano, sobre todo
en las dltimas etapas. Asf, es evidente que estas capas resultar4n discontinuas en lama-
duréz y ubicarlas implica estudiar muchos niveles de cortes ya que no es posible
encontrar todas las capas descriptas en todas las secciones y microfotografias. La Figu-
ra 2b ilustra 1o dicho mds arriba, pues si bien se trata de uncorte transversal, en ese sec-
tor no se observan las células tubulares como epidermis intema del pericarpo.
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. Figura No. [ . Correlacién de la morfologla de la espiguilla con el desarrolio del cariopse

2ayb, estadio 2; 3a y b, estadio 3; da y b, estadio 4; Sa y b, estadio 5; 6ay b, estadio 6.
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FiguraNo. 2 -2 a) Seccién longitudinal de ovario joven en estadio 2, mostrando peri-
carpo con epidermis externa ¢ intema (células tubulares) y parénquima intermedio de
células isodiamétricas, homogéneo. El tegumento extemo de dos capas celulares y el
intemo adnado a laepidermis fucelar, ésta con grandes miicleos. 2b) Seccidn transver-
sal de grano joven en estadio 3 avanzado, mostrando epidermis extema del pericarpo
comenzando a lignificarse, hipodermis de células prominentes con parcdes engrosa-
das, células cruzadas en dos cstratos. Esta regién dcl corte io muestra en un estrato
continuo las células tubulares correspondientes a la epidermis intema. 2¢) Seccidn
longitudinal de zona apical del grano en estadio 3, mostrando espeso parénquima
intermedio dei pericarpo, 1axo. 2d) Seccidn transversal de zona apical del grano en
estadio 4, mostrando cndosperma lobado por invaginacién de la capa de aleurona.
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FiguraNo.3 - 3 a)Seccion transversal del grano en estadio 3 avanzado, zona dorsal,
mostrando parénquima intermedio del pericarpo 1axo, hipodermis comenzando a dis-
continuarse, células cruzadas ain conniicleo, epidermis intemadel pericarpo o células
tubulares comenzando a espaciarse. Laepidermis nucelares atin de células grandes con
paredes tangenciales gruesas. 3b) Seccién longitudinal del grano en estadio 4, zona
ventral, mostrando epidermis externa del pericarpo de c€lulas engrosadas, hipodermis
discontinua con células espaciadas, parénquima internmedio con cspacios intercelula-
res menores que en 3a, intercaladas con las células cruzadas. El nucelo se desorganiza
y la cara tangencial externa aparece ondulada conjuntamente con restos del tegumento
intemo. 3¢) Seccion longitudinal del cariopse pre-maturo en estadio 3, zona dorsal.
Se observan células cruzadas algunas desorganizadas intercaladas con células tubu-
lares. Resto de epidermis del nucelo y del tegumento intemo aparecen como una doble
linea de cuticulas, onduladas. 3d) Seccidn longitudinal del grano maduro en estadio
6,zona dorsal. Se observa continuidad de la epidermis extemna del pericarpo y sélo las
cuticulas de nucelo y tegumento interno totalmente colapsadas.
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ABREVIATURAS DE LAS LEYENDAS

P
Pee
Ct
Ppi
Te
Ti

Ne
N
A
Ai
Ea
El
Cc
H
R

Rc

pericarpo

epidermis extema del pericarpo

epidermis interna del pericarpo (células tubulares)
parénquima intermedio del pericarpo

tegumento externo del 6vulo

tegumento interno del 6vulo

epidermis nucelar

nucelo

capa de aleurona

aleurona invaginada

endosperma amiléceo

endosperma lobado o 16bulo del endosperma
células cruzadas

hipodermis

restos de epidetmis nucelar y/o tegumento interno
restos cuticulares
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