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BIOLOGIA REPRODUCTIVA Y CITOGENETICA DE DISTICHIA MUSCOIDES
(JUNCACEAE)
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ELENA CASTANEDA’, DAMASO W. RAMIREZ'8, NIELS VALENCIA®*® y ASUNCION CANO'*

Summary: Reproductive biology and cytogenetics of Distichia muscoides (Juncaceae). The genus
Distichia Nees & Meyen (Juncaceae) has three species from South America, and the most widely
distributed is Distichia muscoides Nees & Meyen. This dioecious species is the main component of the
wetlands, an important ecosystem of the high Andean region. In this work, different biological aspects of D.
muscoides were studied: 1) pollen viability through indirect staining techniques; 2) the stigmatic receptivity
through hydrogen peroxide test; 3) the viability of the seeds; and 4) cytogenetic studies using fluorescent
chromosome banding CMA/DA/DAPI. The results show that staminate flowers of D. muscoides have pollen
with a high percentage of viability (100%); pistillate flowers reach the stigmatic receptivity once stigma
branches develop their maximum length (4 mm) and remain in this state for at least two days. The number
of ovules per ovary is 34, and the number of seeds per fruit is 25. The seeds germinated since day 15,
showing 92% of viability and, an average on germination time of 18.4 days. The species has 2n = 80-84
chromosomes and the fluorescent banding showed two pairs of terminal bands CMA*/DAPI-, associated
with nucleolar organizer regions (NORs). Karyological and reproductive data for this genus are here
reported for the first time.

Key words: Seed viability, dioecy, stigmatic receptivity, chromosome number, fluorescent banding,
Juncaceae.

Resumen: El género Distichia Nees & Meyen (Juncaceae) esta formado por tres especies nativas de
Sudamérica, siendo Distichia muscoides Nees & Meyen la mas ampliamente distribuida (Kirschner et al.,
2002). Esta especie dioica es el componente principal de los bofedales, ecosistema muy importante de
la region altoandina. En este trabajo se estudiaron distintos aspectos bioldgicos de D. muscoides como:
1) la viabilidad del polen por medio de métodos indirectos de coloracion; 2) la receptividad estigmatica a
través de una prueba con peréxido de hidrogeno; 3) la viabilidad de las semillas mediante su germinacion;
y 4) sus datos citogenéticos, empleando la técnica de bandeo cromosémico fluorescente CMA/DA/DAPI.
Los resultados muestran que las flores estaminadas presentan polen con un porcentaje alto de viabilidad
(100%); las flores pistiladas alcanzan la receptividad estigmatica una vez que las ramas del estigma
desarrollan su maxima longitud (4 mm) y permanecen en este estado al menos durante dos dias. El nUmero
promedio de 6vulos por ovario es 34, y el nUmero promedio de semillas por fruto es 25. Las semillas
germinaron a partir del dia 15, mostrando 92% de germinacion y un tiempo promedio de germinacion de
18,4 dias. La especie posee 2n = 80-84 cromosomas y el bandeo de fluorescencia mostré dos pares de
bandas terminales CMA*/DAPI-, asociadas a regiones organizadoras nucleolares (NORs). Se reportan por
primera vez datos reproductivos y cariolégicos para esta especie.

Palabras clave: Viabilidad de semillas, dioecia, receptividad estigmatica, numero cromosémico, bandeo
de fluorescencia, Juncaceae.
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INTRODUCCION

La familia Juncaceae es probablemente la menos
estudiada dentro del orden Poales en cuanto a
estudios de reproduccidon, anatomia y citologia
(Zaveska Drabkova, 2013). Esta familia alberga
450 especies en ocho géneros y tiene una amplia
distribucion en las regiones templadas y articas de
ambos hemisferios. En los Andes Sudamericanos
son nativos los géneros Distichia Nees & Meyen,
Patosia Buchenau y Oxychloe Phil., creciendo en
forma de almohadillados.

Distichia muscoides Nees & Meyen es una
planta dioica que forma almohadillados densos y
duros de varios metros de diametro. Se encuentra
ampliamente distribuida desde Colombia hasta
Argentina entre los 3800 y 4600 m s.n.m. (Balslev,
1996; Kirschner et al., 2002). Se caracteriza por
ser el componente principal de los bofedales,
formaciones vegetales hidromoérficas que se
desarrollan en fondos de quebradas, pendientes o
en planicies altoandinas (Valencia et al., 2013).
Distichia muscoides puede formar islas flotantes
en suelos pantanosos, colmatar cuerpos de agua o
crecer en las margenes de los arroyos. El habitat
“bofedales” en donde se desarrolla D. muscoides
tienen un rol importante en la regulacion del balance
hidrico a nivel regional y local (Weberbauer, 1945;
Tovar, 1973). Ademads, estos ecosistemas son
considerados sensibles, debido a su alta fragilidad
y a las amenazas que le aquejan, por ejemplo la
extraccion de D. muscoides “‘turba” para uso como
combustible (Ferreyra, 1979).

Se piensa que la principal forma de reproduccion
de estas plantas es la asexual, donde las raices
de Distichia se forman a lo largo de los tallos
ascendentes, penetrando la cubierta densa de vainas
foliares, desarrollando ramas nuevas de igual grosor
que la rama principal (Ruthsatz, 1978). En cuanto
a su periodo reproductivo, la floracion empieza
en agosto y termina en noviembre; los primeros
frutos inmaduros se pueden observar a inicios
de enero, mientras que los maduros se observan
hacia fines de mayo, aparentemente este ciclo
seria temporalmente irregular pudiendo repetirse
anualmente o cada dos o tres afios (D. W. Ramirez,
com. pers.). Estas plantas son dioicas con flores
“unisexuales” y solitarias, las cuales se originan en
la axila de una hoja del tallo. Las flores pistiladas
de Distichia nacen en pedinculos cortos, y sélo
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los estigmas receptivos se proyectan por encima
del apice del brote y el denso almohadillado. En
contraste, las flores estaminadas de Distichia
nacen en pedinculos largos elevados por encima
del almohadillado (Balslev, 1996; Kirschner et al.,
2002).

El polen en la familia Juncaceae permanece
unido en tétradas, rodeado de una capa comun
derivada de las células madre del polen denominado
esporocine (Wille, 1882, citado por Balslev, 1996).
Los granos de polen de Distichia y sus parientes
cercanos (Oxycloe y Patosia) son relativamente
mas grandes que los del género Juncus L., lo que
indicaria una mayor adaptacion a la anemofilia de
este ultimo género (Balslev, 1996).

Dentro de Juncaceae se han realizado estudios
citogenéticos tradicionales o mediante tincidon
fluorescente, principalmente en Juncus L. (x =
20) y Luzula DC. (x = 6), aunque el 58% de sus
taxones permanece citogenéticamente desconocido
(Zaveska Drabkova, 2013). Los complementos
cromosomicos de las especies pertenecientes a
Juncaceae usualmente forman series poliploides,
siendo los numeros mas comunes correspondientes
a especies diploides: 2n = 12 y 2n = 40 (Zaveska
Drabkova, 2013). También se ha reportado
aneuploidia en Oxychloe, género mas emparentado
con Distichia (Balslev, 1996; Zaveska Drabkova,
2013), y se ha observado la presencia de centromero
difuso en algunos géneros de la familia (Bozek et
al., 2012; Bures et al., 2013). Distichia y Patosia
Buchenau son dos géneros de la familia Juncaceae
hasta el momento carioldégicamente desconocidos.

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar
distintos aspectos de la biologia reproductiva
y citogenética de D. muscoides, tales como la
viabilidad del polen, la receptividad estigmatica,
la viabilidad de las semillas, el rol del agua como
vector de polen y la citogenética, reportando la
primera aproximacion de su numero cromosomico.
Se abordan estos aspectos a fin de indagar los
posibles efectos de estos atributos en la eficiencia
reproductiva.

MATERIALES Y METODOS

Estudios reproductivos
El material proviene de la zona de Rosaspata
(Distrito de Vinchos, Prov. Huamanga, Dpto.
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Ayacucho, Peru) a 4500 m s.n.m. (Fig. 1A). Los
sitios de coleccion fueron visitados entre el 17-18
de octubre del 2014 (voucher Gonzales et al. 3400a,
planta femenina, 3400b, planta masculina; USM).
Se colectd material de 15 y 25 cm de diametro
“champas” provenientes de cuatro almohadillados
que se encontraban a inicio de floracion (dos plantas
masculinas y dos femeninas separadas por mas de
50 metros). Las plantas fueron aclimatadas en una
camara de flujo laminar con fotoperiodo 12:12 y
termoperiodo de 16°C en la noche y 25°C en el dia,
durante ocho dias.

Se realizd una caracterizacion de las flores
masculinas y femeninas, donde se cuantificaron
las dimensiones de cada atributo vinculado con
la reproduccion sexual de la especie (Tabla 1).
Para el caso de las flores masculinas, se tomaron
las medidas de cinco flores luego de la antesis.
La viabilidad del polen fue evaluada mediante
el método indirecto de coloracion. Se realizo la
tincioén con carmin acético, asumiendo a los granos
de polen fuertemente tefiidos como viables y a los
de tincion baja o no tefiidos como no viables. Se
evalud en 10 campos, los cuales fueron observados
con microscopio optico a 40X de aumento.

Para la caracterizacion morfologica de los
granos de polen, se realizaron observaciones con
microscopio Optico a 40X. Para cada caracter
estudiado se menciona la dimensiéon minima y

maxima encontradas para el diametro ecuatorial
(DE), eje polar (EP), incluyendo la exina y
diametro de poros. Se tomaron como minimo 5
mediciones. Las fotos fueron tomadas con camaras
de un microscopio digital Leica ICC50 y camaras
manuales digitales Canon PowerShot SX110 IS
(Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Pert). La terminologia utilizada en la descripcion
polinica fue tomada de Faegri & Iversen (1964),
Heusser & Moar (1973) y Hesse ef al. (2009).

Para evaluar la receptividad estigmatica,
se establecieron cuatros estadios de las flores
femeninas de D. muscoides tomando como
parametro la longitud del pistilo (Tabla 1; Fig. 2).
La receptividad de los estigmas se detecto a través
de la prueba de peroxido de hidrogeno (Galen &
Plowright, 1987). Fueron extraidos los estilos con
la precaucion de no dafiar el estigma para evitar
falsos positivos; los mismos fueron montados sobre
un porta-objetos donde se le agregd una gota de
peroxido de hidrégeno 3%, considerando como
receptivos aquellos estigmas que presentaban
burbujeo. Para cada estadio, se realizaron cinco
repeticiones.

La viabilidad de las semillas se estimé como
el porcentaje de germinacion. Se utilizaron 228
semillas que fueron desinfectadas con hipoclorito
de sodio al 2,6% por 30 min y se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril. Se sembraron en

Tabla 1. Dimensiones de los atributos florales de las flores masculinas adultas (indicando dimensiones

del gineceo reducido) y en cuatro estadios de flores femeninas de Distichia muscoides indicando la

receptividad correspondiente.

Flores Flores femeninas
masculinas Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4

N° de 6vulos 35 30 39 32
Receptividad/ Lugar Nula Baja y apical Altay general No receptivo
Largo de la flor (mm) 0,75-0,95 4,19 7,42 11,64 11,04
Largo del Ovario (mm) 0,20-0,21 0,775 1,62 2,72 3,1

ncho del Ovario (mm) 0,17-0,23 0,31 0,874 1,3 1,4
Largo del estilo (mm) 0,13-0,16 1,39 1,99 4,08 4,07
Largo de las ramas estigmaticas (mm)  0,26-0,43 2,2 4,02 4,85 4.8
Color de las ramas estigmaticas blanquecinas  blanquecinas  blanquecinas rojizo Marrén
Largo del filamento 0,16-0,17
Largo de anteras 1,67-2,59
Largo del mucroén 0,11-0,12
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Fig. 1. A: Habitat bofedal. B: Planta masculina. C: Flor estaminada. D: Viabilidad del polen, 40x. E: Porcién
de la flor estaminada mostrando un tépalo externo, un estambre y el gineceo reducido. F: Vista lateral del
polen bajo tincién con carmin acético. G-H: Vista general del polen sin tincion. I: Estambre del verticilo
interno. J: Estambre del verticilo externo.
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Fig. 2. A: Planta femenina en fructificacion. B: Planta femenina en floracion. C: Flor pistilada. D: Desarrollo
del ovario (1y 2: segundo estadio; 3: tercer estadio; 4 y 5: cuarto estadio). E: Seccién longitudinal del ovario
en el segundo estadio. F: Ampliacion del apice de las ramas estigmaticas papilosas. G-H: Receptividad
estigmatica positiva a la prueba del peréxido de hidrégeno (G. estadio 2; H. estadio 3). I: Seccidn transversal
del fruto. J: Flor en estadio 1. K: Flor en estadio 2. L: Flor en estadio 3. M: Semillas.
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placas de Petri con papel de filtro himedo con agua
destilada, para luego colocarlas en una camara
de germinacion con fotoperiodo 16:8 a 28°C; las
placas fueron regadas periddicamente a fin de
mantener constantes las condiciones de humedad.
Se consideraron germinadas a las semillas con
radicula emergente mayor a 0,5 mm. Las placas
fueron revisadas cada cuatro dias, retirando las
semillas germinadas; el recuento de semillas
germinadas se llevo de 15 a 30 dias después de
haber sido sembradas. Esta evaluacion fue realizada
entre los meses de noviembre y diciembre de
2014 en el Instituto Multidisciplinario de Biologia
Vegetal. Las semillas utilizadas fueron colectadas
en campo el 20 de mayo del 2013, procedentes del
departamento de Cusco-Peru (voucher Gonzales et
al. 2567; USM).

La participacion del agua como vector de polen
fue evaluado mediante el nimero de semillas
producidas por fruto, que corresponde al niimero
de 6vulos fertilizados, asumiendo que a mayor
oferta de polen por accion del agua, brinda mayor
namero de 6vulos fertilizados. Para ello se disefio
un sistema de colecta de frutos donde se buscaron
almohadillados que tengan una parte constantemente
sumergida en el agua y otra no. Se colectaron
frutos de 5 almohadillados considerando estos dos
estratos. Ademas se colectaron semillas al azar en
todo el area del almohadillado para considerarlo
como control. Se analizaron 30 frutos por estrato
y se aplico el andlisis de varianza (ANOVA) con el
programa Past (Hammer et al., 2001).

Estudios cariologicos

Se utilizaron apices radicales de semillas
colectadas en el Dpto. Cusco-Pert (voucher
Gonzales et al. 2567, USM). Para la obtencion
de preparados cromosomicos se utilizaron raices
pre-tratadas con una solucion saturada de para-
diclorobenceno a temperatura ambiente y oscuridad
durante 2 h. Se fijaron en solucion Farmer (alcohol
etilico: acido acético, 3:1) y se conservaron a 4°C
durante las primeras 24 horas, y luego a -20°C
hasta su uso. Se realizaron las preparaciones
cromosOmicas mediante digestion enzimatica de
las raicillas con celulasa 2% y pectinasa 1% a
37°C durante 150 min (Schwarzacher ef al., 1980).
Luego, los apices radicales fueron aplastados
con acido acético 60% y se retir6 el cubreobjeto
mediante congelamiento con CO, liquido (Bowen,
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1956). Finalmente, los preparados se secaron a
temperatura ambiente durante tres dias. El bandeo
se realizd mediante tincion triple (CDD) con los
fluorocromos cromomicina A3, distamicina A
y 4’-6-diamidino-2-fenilindol (CMA/DA/DAPI)
segun Schweizer (1980) y Schweizer & Ambros
(1994) con pequenas modificaciones.

REsuLTADOS

Estudios reproductivos

Se caracterizaron las flores estaminadas maduras
de D. muscoides cuyo resultado se muestran en la
Tabla 1. En todas las flores examinadas se encontro
un gineceo rudimentario menor a 1 mm de largo
(Fig. 1 E).

Los granos de polen de D. muscoides estan
organizados en tétradas tetraédricas de 20,3-22,6
um de diametro ecuatorial y 20,0-22,1 um de
diametro polar con exina tectada, psilada, de 1 pum.
La exina es delgada y aparentemente desaparece
donde se tocan los cuatro granos; es lisa pero con
pequefios granulos en los bordes de los granos y
las suturas entre los cuatro granos son visibles a
través de ¢l (Fig. 1 F-H). La viabilidad del polen
fue muy alta observando todos los granos de polen
fuertemente tefiidos, de forma y tamafio similar,
indicando un 100% de viabilidad (Fig. 1 D).

Los estigmas se presentaron receptivos solo en
los estadios dos y tres (Tabla 1; Fig. 2 G-H) aunque
en el estadio tercero avanzado, se evidencio la
presencia de un mayor burbujeo (Fig. 2 G). En el
primer y cuarto estadio no mostré una reaccion
positiva con el peroxido de hidrogeno.

Las flores pistiladas del primer estadio son 3 mm
mas pequefias que en el segundo, y en este ultimo
a su vez son 3 mm mas pequefas que en el tercero,
mientras que este estadio no se diferencia del
cuarto. Las diferencias en los tamafos de las flores
pistiladas del segundo y tercer estadio, se deben
principalmente al grado de desarrollo del estilo y
del ovario, ya que las ramas estigmaticas en ambos
estadios son de tamafio similar (Tabla 1, Fig. 2). A
pesar de que las ramas estigmaticas manifestaron
diferencias de coloracion, en todos los estadios
se evidencio la presencia de abundantes papilas
transltcidas, principalmente en la cara adaxial.
En el cuarto estadio, (Fig. 2 D4-5) el ovario tiene
mayor tamafio que en los estadios anteriores.
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El porcentaje de germinacion de las semillas de
D. muscoides resulté muy elevado (92%), entre los
15 y 30 dias luego de haber sido sembradas (Tabla
2). Cabe resaltar que cerca del 82% germinaron
en los primeros 19 dias, obteniéndose un tiempo
promedio de germinacion de 18,4 dias.

Respecto a la participacion del agua como vector
de polen, el promedio del nimero de semillas para
el tratamiento control fue de 27, correspondiendo 25
para la parte expuesta y 26 para la parte sumergida
(Fig. 4). El analisis de varianza indicé que no
hay diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos (p = 0,8949). El numero promedio de
6vulos por ovario es 34 + 3,916 con un minimo de
25 y un maximo de 40, y el numero promedio de
semillas por fruto es 25 + 4,835 con un minimo de
10 y un maximo de 40 (éxito reproductivo de 75%).

Estudios cariologicos

Los recuentos cromosdémicos resultaron
dificultosos debido a la presencia de numerosos
cromosomas, pudiéndose estimar que su numero
se encuentra entre 2n = 80 y 2n = 84. Mediante
la técnica de bandeo cromosoémico CMA/DA/
DAPI, se detectaron 4 bandas CMA*/DAPI
en el complemento cromosdémico, asociadas a
regiones organizadoras nucleolares (NORs). Un
par de bandas se observd en dos cromosomas
metacéntricos (m) de mayor tamafio, mientras
que el segundo par se asocid a dos cromosomas
submetacéntricos (sm) de menor tamafio (Fig. 3).
La presencia de cromosomas con la morfologia
descripta (m y sm), denota la existencia de una
constriccion primaria.

Tabla 2. Numero de semillas germinadas de

Distichia muscoides segun los dias después de

sembrarlas.
Dias después del sembrado Semillas germinadas
15 71
19 111
23 18
27 11
31 0
Total de semillas germinadas 211
Semillas sin germinar 17

DiscusioN

Estudios reproductivos

Todas las dimensiones obtenidas en las flores
estaminadas y pistiladas se encuentran dentro del
rango de variacion de las especies reportadas por
Balslev (1996) y por Kirschner et al. (2002). En
este trabajo, se reporta por primera vez la existencia

Fig. 3. Cromosomas metafasicos de D. muscoides
con bandeo cromosomico fluorescente CMA/DA/

DAPI. A. Bandeo CMA. B. Bandeo DAPI. Las
flechas indican las bandas CMA*/DAPI- y la escala
representa 5 um.

129



Bol. Soc. Argent. Bot. 51 (1) 2016

451
401 °
Q
E
&= 354
&
2
< 251
z
201 l
15

Control

Parte expuesta

Parte sumergida

Fig. 4. Numero de semillas promedio por fruto en los distintos tratamientos.

de un pistilodio o gineceo rudimentario en las flores
estaminadas de 0,7-1,0 mm de largo, que solo habia
sido reportado para D. acicularis con un tamafio
de 1,5 mm de largo (Balslev, 1996; Kirschner et
al., 2002), pudiendo ser un caracter constante en
todas las especies del género (D. W. Ramirez, com.
per.). Estos tipos de flores representarian un estado
transitorio en la evolucion a la unisexualidad.

La forma tetraédrica del polen de D. muscoides es
muy particular y permite diferenciarlas a este nivel
de otros grupos taxondmicos (polen en monadas) que
habitan turberas (Torres et al., 2012), exceptuando
los de Oxychloe y Patosia quienes probablemente
tengan una conformacion similar. En el presente
trabajo se reporta el polen de D. muscoides, de 20-23
um de diametro. Estos resultados no concuerdan con
los registrado por Torres et al. (2012) para esta misma
especie proveniente de las turberas altoandinas de
Jujuy, cuyas dimensiones oscilan entre los 50-52
um. La exina en D. muscoides es delgada, cuya
adaptacion esta vinculada con la anemofilia, que es
el modo dominante de la polinizacion en Juncaceae

130

(Balslev, 1996).

En el segundo y tercer estadio el estigma se
encontrd receptivo, sin embargo en el tercer
estadio se observd una mayor cantidad de burbujeo
sobre el estigma que podria asociarse a una
mayor receptividad. Cabe mencionar que en el
segundo estadio, la reaccion se limito al apice del
estigma a comparacion del estadio tres, donde
la reaccion fue en toda la superficie estigmatica.
En el primer estadio (preantesis) aparentemente
no hay receptividad estigmatica, sin embargo,
la mayoria de las flores evaluadas mostraron
indicios de estrés dejando la probabilidad que en
esta etapa exista una receptividad muy baja. Si se
confirma esta posibilidad, incrementaria aun mas
las oportunidades de polinizacion y fecundacion
(Balslev, 1996). El ovario del cuarto estadio (Fig. 2
D) tiene mayor tamaiio que en los anteriores, lo que
estaria indicando que los 6vulos estan fertilizados
y estarian pasando por una etapa de crecimiento,
por lo que el estigma tampoco seria receptivo en
esta etapa.
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Los géneros que forman almohadillados
(Distichia, Oxychloe y Patosia) han desarrollado
unisexualidad y dioecia como mecanismos de
aislamiento. Las flores pistiladas se ocultan en
las axilas de las hojas, y solo los estigmas se
proyectan por encima de las almohadillas. Las
flores estaminadas se levantan en pedicelos
largos por encima del almohadillado y estan
expuestos a polinizadores. En D. muscoides, un
almohadillado constituye un clon y produce flores
de un solo sexo. Almohadillados de sexos opuestos
puede crecer muy cerca uno del otro, y las flores
estaminadas y pistiladas pueden estar so6lo a unos
pocos centimetros de distancia o pueden estar
separados por varios metros. Durante la floracion,
las flores estan dispersas sobre toda la superficie del
almohadillado. La gran mayoria de flores pistiladas
son polinizadas, como lo demuestra la presencia de
capsulas con semillas (Fig. 2 A).

En cuanto al desarrollo del fruto, el ovario
incrementa entre 2 a 3 mm de largo en un mes,
duplicando su tamafio. Se estima que este proceso
tardaria entre tres y cuatro meses hasta lamaduracion
del fruto y posterior liberacion de las semillas. Por
lo general, se puede observar que cerca del 50% de
los 6vulos no llegan a ser fecundados. Sin embargo,
esta disminucion del éxito reproductivo se estaria
mitigando con una produccion masiva de flores y la
una alta viabilidad de las semillas.

Las semillas de D. muscoides y O. andina Phil.
son muy similares porque ambas presentan una
cubierta reticulada, aunque O. andina tiene una
reticulacion regular a comparacion de la superficie
irregularmente reticulada de D. muscoides (Fig. 2 M).
Esta similitud entre las semillas de las dos especies
indica una estrecha relacion y similares mecanismos
de dispersion entre ellas (Balslev, 1996).

En los Andes, las temperaturas promedio suelen
ser muy bajas, condicion que podria influir en la
temperatura oOptima de germinacion de semillas
de plantas altoandinas. Este es el caso de la
germinacion de las semillas de Puya raimondi
Harms, donde temperaturas mayores a 21°C la
afectan negativamente (Berrie, 1984; Vadillo et
al., 2004). Sin embargo, plantas con crecimiento
almohadillado presentes en esta zona, como D.
muscoides, tienen la capacidad de moderar la
temperatura de su entorno y enddgena (Salisbury
& Spomer, 1964; Arroyo et al., 1982; Nyakatya &
McGeoch, 2008), por lo que poseen temperaturas

optimas de germinaciéon superiores. Esto
podria explicar la causa del alto porcentaje de
germinacion de sus semillas a 28°C. Asimismo,
el almacenamiento por 18 meses a temperatura y
humedad del ambiente (21°C y 80% en promedio)
podria haber influido negativamente en la
viabilidad de estas semillas, ya que estos factores
conjuntamente con las condiciones de maduracion,
son importantes en el mantenimiento de la
viabilidad de las mismas (Roberts 1972; Berrie,
1984; Soplin, 1988). El fotoperiodo considerado
para esta evaluacion constaba de 75% de horas luz
y 25% de horas en la oscuridad, resultando en un
alto porcentaje de germinacion, el cual nos podria
indicar indirectamente un efecto positivo de la luz
en estas semillas; esto indicaria que aparentemente
las semillas de D. muscoides son fotoblasticas
positivas al igual que otras plantas altoandinas
como Puya raimondi (Berrie 1984; Vadillo et al.,
2004). Sin embargo, seria necesario evaluar su
respuesta en oscuridad.

El periodo de germinacion obtenido en el
presente trabajo se encuentra entre los dias 15y 30
después de haber sembrado las semillas (tiempo
promedio de germinacion de 18,4 dias), lo que
podria permitir su establecimiento en la temporada
htmeda en su habitat.

Balslev (1996) sugirié que el agua podria actuar
como vector de polen, sin embargo en el presente
estudio no se encontraron diferencias significativas
en la produccion de semillas entre los frutos
colectados bajo el nivel del agua y totalmente
expuestos. Por ello concluimos que el principal o
unico vector de polen en D. muscoides es el viento,
estando presente y con fuerte intensidad en su
medio natural.

Las estrategias reproductivas como el desarrollo
de largos pedicelos de las flores estaminadas que
elevan las anteras y dejan expuesto el polen a
los agentes dispersantes, la produccion masiva
de flores estaminadas y pistiladas, asi como una
buena exposicion de las ramas estigmaticas con alta
receptividad hacen mas eficiente la polinizacion
y fecundacion. Otro aspecto importante es el
desarrollo de un ginoforo que se alarga luego de
la senescencia de la flor para compensar el corto
pedicelo de las flores femeninas, levantandose
por encima del almohadillado y exponiendo la
capsula madura para que las semillas puedan
dispersarse libremente. Asimismo, la alta viabilidad
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de las semillas resulta ser otra estrategia para el
mantenimiento de las poblaciones. Estas cualidades
probablemente han hecho que esta especie logre
alcanzar un gran éxito en su reproduccion sexual,
en comparacion a las especies de sus géneros
hermanos como O. andina Phil. y P. clandestina
(Phil.) Buchenau, las cuales no presentan un
ginoforo. En O. andina, las longitudes de los
pedicelos de las flores pistiladas y estaminadas son
similares (Balslev, 1996). Si a esto le sumamos
la unisexualidad y la dioecia presentes en D.
muscoides, se puede sefialar que la reproduccion
sexual representa un mecanismo de éxito que le
permite incrementar su variabilidad genética y
asegurar el flujo de genes.

Estudios cariologicos

Se presenta por primera vez el nimero
cromosomico de D. muscoides. Segun la hipotesis
filogenética de Zaveska Drabkova & Vicek (2010),
Distichia pertenece a un grupo monofilético,
junto con especies de Juncus sec. Graminifolii,
Marsippospermum Desv., Oxychloe y Patosia.
En estos géneros, el numero cromosoémico basico
varia entre x = 8 y x = 20, mientras que se ha
reconstruido que el ancestro comun del clado tiene
x = 20 (Zaveska Drabkova, 2013). Segun estos
datos, ademas de que los conteos cromosomicos de
este grupo usualmente son multiplos de 20 (Zaveska
Drabkova, 2013), y que nuestros analisis muestran
la presencia de NORs en dos pares cromosomicos
diferentes, se concluye que D. muscoides es
tetraploide, y probablemente alopoliploide.

La distribucion de diploides, agmatoploides,
poliploides, agmatopoliploides, aneuploides y
simploides es compleja dentro de Juncaceae,
como también la distribuciéon de los niimeros
cromosomicos sobre el arbol filogenético mas
reciente (Zaveska Drabkova, 2013), sumado a
que el 58 % de sus especies son carioldgicamente
desconocidas.

La presencia de cromosomas holocéntricos
ha sido reportada tanto en Juncaceae como en
Cyperaceae (Bozek et al., 2012; Bures et al.,
2013), siendo considerada una sinapomorfia
para el clado constituido por ambas familias
(Plunkett et al., 1995). Sin embargo, la presencia
de esta clase de cromosomas solo ha podido ser
demostrada satisfactoriamente en Luzula (Bures
et al., 2013). A diferencia de lo observado en este
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género, la existencia de constriccion primaria
permitio identificar cromosomas monocéntricos
en Distichia. Seria necesario aplicar técnicas de
citogenética molecular para mapear fisicamente las
secuencias centroméricas, con el fin de corroborar
estos resultados. Por lo tanto, es preciso ampliar
los estudios citogenéticos en cuanto a taxones y
técnicas, para ser capaces de inferir tendencias
evolutivas que ayuden a entender la diversificacion
de esta familia en un contexto bioldgico, ecologico
y filogenético.
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