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Cinco especies de Faspalum (Gramineae) por obten-
cion de plantas por cultivo /i vitro de ovarios.

Summary . Excised ovaries. of five Paspalunt species 24,
76. and 100 hours after pollinization, were incubated on a
Murashige and Skoog medium. with 05 to 5% of sucrose
The cuitures were kept at 27 + 5°C, fora 18 h photoperiod
The best results were obtained with ovaries 100 hours after
poliinization. The addition of high levels (8% } of sucrose
resulted in an increase of the growih of the plants. with good
shoots and roots No response of the ovaries was abserved
with the addition of ANA, K. and AG, 0 the medium
Ovaries from P jonanthum x P cromyorrhizon  were
cultured. some of them producing regenerated plants

Uns de las causas de la bajo efectividad de los cru.
zamientos interespecificos es el aborto de los embrio-
nes despuds de la polinizacion La aplicacion de Iy tée-
nica del cultivo in ritro de tejidos, v en particular la
de ovarios o de embriones. posibitité el éxito de algu-
nos cruzamieatos (4. 5, 6) En algunos casos, como
en el génerc Paspalon, 1y extraccion de los embyio-
nes debe realizarse en un lapse corto después de la po-
linizacion Este hecho hace que se deba cultivar em-
briones muy pequefios, cuya manipulacion es dificul-
tosa, por lo que se hace necesario optar por un ex-
planto de mayor tamaio, como son los ovarios fecun-
dados.

Los cruzamientos interespecificos en Paspaltem son
de uiilidad en el mejoramiento de algunas especies
de este género de gramineas y ademds facititan estu-
diar las relaciones [ilogenéticas. Se obtuve algunos
hibridos interespecificos de Paspahon mediante el
uso de las técnicas convencionales (1. 2} Sin em-
bargo. algunas combinaciones interesantes no pudie-
ron ser logradas (2); el aborto de los embriones pocos
dias después de la polinizacion fue una de las causas
(Quarin, comunicacion personal)

Este trabajo informa acercs de una téenica para
regenerar piantas de cinco especies de Paspaium. a
partir del cultivo in vifro de ovarios fecundados

Materiales y métodos

Se¢ trabajo con Paspalunt notatun var saurae Paro-
di (2n = 2% = 30), P notatum Flitgge (2n = 4x = 40),
P fonantinon Chase (2n = 4x = 40), P cromvorrhizon
Trin (2n = 2x = 200 y £ dilatatunt spp. flavescens
Poir {2n = 4x = 40} Todo este material se encuentra
herberizado en el herbario Corrientes  Sajvo P
notatunt {(2n = 4x = 40) que es apemictica v £ dila-
tanin spp. flavescens que es autocompatible, las de-
mds especies se reproducen sexualmente v son alo-
gamas por ser autoincompatibles Los ovarios fueron
extrardos 24, 76 y 100 horas después de la poliniza-
cion, variando su tamafio desde 1 4 a tres milimetros

Bn las especies autoincompatibles, siempre se poli-
7iz6 con polen de ofros individuos de la misma es-
pecie.

Se utilizé el mediv basal de Murashige v Skoog
{MS) (3), variando la concentracidn de sacarosa Fl
pH fue ajustado a 5 8 con KOH y HCl antes del agre-
gado del agar (0 8% } Los medios de cultivo fueron
preparados en tubos de ensayos de 150 min de longi-
tud por 15 mm de didmetro v esterilizados duranie
20 minutos a una atmdsfera de presion. En una ex-
periencia. el medio basal fue suplementado con dife-
rentes combinaciones y concentraciones de ANA
{dcido naftalenacético), K (cinetina) v AG, (dcido
giberdlico).

Las inllorescencias fueron desinfectadas con etanol
de 70°C durante un minuto, luegoe con una solucion
comerciai de hipoclorito de sodio al 0 8% durante 19
Minutos y por Gitimo varios enjuagues con agua desti-
ladu esiéril

Se cultive un explanto por tubo v fueron incuba-
dos en condiciones de laboratorio (27 * S°C), en Juz
(16 horas de fotoperiodo), suministrada por un tubo
fluorescente de 40 W, ubicado a 40 cm de los culti-
vos

Las plantas obtenidas fueron repicadas cuando te-
nian de cuatro a seis centimetros de altura, sobre el
mismoe medio basal diluide a la mitad, suplementado
con 7 5 g/l de sacarosa. 1as plantas permanecieron en
esas condiciones aproximadamente 10 dias, para lue-
#O ser pucstas en pequeiias macetlas, conteniendo tie-
rra y turba (1/1)

Resultados y discusion

Fueron cultivados ovarios de £ notatum (2n =4x
= 40), provenientes de 24, 76 y 100 horas despuss de
fa polinizacion  Los resultados obtenidos muesiran
que sofamente se logré plantas cuando fueron extrai-
dos a las 76 y 100 horas de la polinizacion, oblenién-
dose mejores resultados con el lapso mis largo

Considerando que los ovarios abortan 150 horas
después de la polinizacion (Quarin, comunicacion per-
sonal), para las demds especies se trabajo con ovarios
provenientes de 100 horas después de la polinizacién

Como se observa en el Cuadro 1, se obtuvo plantas
en casi todos los medios de cultivo ensayados A los
cinco dias de incubacién comenzaron a alargarse los
ovarios y aproximadamente a los 10 dias aparecieron
las primeras hojas, que fueron de cofor verde . Cuando
éstas alcanzaron una longitud de dos centrmetros,
aparecieron las raices (Fig. 1} En algunos ovarios se
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Cuadro 1. Obtencion de plantas de cuatro especies de Paspalien por caktivo in vitro de ovarios.

Plantas obienidas

Especie Sacarosa (por ciento) Ovarios cultivados Nitmero Por ciento
0 23 G 0
0.5 21 3 33
1 24 6 25
P cromyorrhizon 2 21 3 i4
3 25 5 21
4 24 5 20
5 20 ] 30
0 3l 0 0
G5 18 8 44
H 16 9 56
P iongntinm 2 17 15 88
3 15 8 53
4 22 il 50
5 21 17 80
0 12 G 0
[ i2 8 66
1 12 10 83
P dilatatum 2 il 9 15
3 12 9 15
4 12 ] 30
5 12 9 75
1 30 29 58
P notatum 2 30 12 44
(= 20) 4 59 8 16
3 50 14 28

Cuadro 2. Pasaje a tierra de plantus de tres especies de Paspalum. obtenidas por el eultivo in vitro de ovarios, incubados sobre Murashige
y Skoog + 40 g/l de sacarusa. Resultados a los tres meses de cultivo.

Egpecie No, de ovarios  No, de plantas  No. de plantas No. de planias Porcentnje
cultivados in vitro puestas en sobrevivientes 1 2 3
{1} (D) tierra {3)
P cromyorrizon 156 30 22 20 13 66 9t
P oionanthum 130 68 45 38 26 55 84
P dilatatum 84 5 51 38 45 74 74

observa la formacidn de callos, que tuviercn poco cre-
cimiento. En los callos no se notd ia presencia de vis-
tagos pero si de raices.

En general, la respuesta de los ovarios de todas las
especies a las distintas concentraciones de sacarosa

fueron similares en cuanto al ntiimero de planias Sin
embargo, las concentraciones mds altas de sacarosa
posibilitaron la obtencion de vistagos y raices de ma-
yor vigor Ei comportamiento de los ovaries de P no-
tatum (2n = 2x = 20) fue diferente, dado que fas con-
centraciones nmds bajas de sacarosa facilitaron la ob-
tencion de mejores resultados
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Fig 1 Obtencion de una planta por cultive i vitro dol
ovaric de Paspalion fongndhum, incubado  sobre
por extenso + 4% de sacarosa 25 dias de cultive

Con a intencidn de mejorar estos medios de culti-
va fueron suplementados con distintos reguladores
det crecimiento en diferentes combinaciones y con-
centraciones, tales como ANA, K,y AG;. Los resul-
tados obtenidos no superaron a los medios despro-

vistos de estos reguladores

Las plantas obtenidas fueron transferidas a tiersa,
con un porcentaje de sobreviveacia superjor al 70%
El numero de plantas oblenidas luepo de tres meses
de inicio de los cultivos se presenta en el Cuadro 2. don-
de puede apreciarse que, segun las especies, entre el
12 y el 45% de los ovarios fecundados cultivados
brindd plantss enteras

Los medios de cultive descritos anteriormente lue-
ron ensayados para cultivar ovarios provenienies de
cruzamienfos interespecilicos, logrindose ohiener un
hibrido a partir del cruzamiento entre £ jonantium
X P ocromyorrhizon (Bovo y Quarin, no publicado)

Resumen

Ovarjos provenientes de cinco especies de Paspa-
fum con 24, 70 y 100 horas después de la poliniza-
cion, fueron cultivados en el medio de Murashige y
Skoog, variando la concentracion de sacarosa entre
0 5 y cinco por ciento. Losovarios fueron incubados en
condiciones de laboratorio (27 + 5°C), con 16 horas
de fotoperiodo. Los mejores resultados se obtuvieron
con ovarjos de 100 horas después de la pelinizacion.
Los niveles mis altos de sacarosa posibilitaron la ob-
tencidn de mejores plantas. La suplementacion con
ANA, K ¥ AG; al medio de cultivo no produjo una
mejor respuesia  Algunos ovarios provenientes del hi-
brido P {onanthum x P. cromyorrhizon fueron exito-
samente cullivados
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