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RESUMEN

e

Psidium cattleyanum Sabine "araza” muestra un creciente interés productivo
en la regidon debido a sus buenas caracteristicas para la comercializaciéon e
industrializacidon de sus frutos. Se reconocen dos formas en base a la coloracién de
los frutos: P. cattleyanum f. cattleyanum Sabine (rojos) y P. cattleyanum f. lucidum
O. Deg. (amarillos), actualmente en estudio para una re-circunscripcién taxondmica.
Hasta el momento no se ha determinado el modo mas adecuado de propagacién
comercial. Se ha reportado baja viabilidad de polen y evidencias de apomixis como
modo de reproduccidn, aunque no se han caracterizado los procesos de desarrollo
involucrados. El objetivo de esta tesis es estudiar la ontogenia de flores y primeras
etapas de desarrollo de semillas y frutos en materiales seleccionados de ambas
formas para interpretar aspectos embrioldgicos que condicionan el modo de
reproduccién, aportar datos bioldgicos necesarios para instrumentar planes de
manejo comercial e identificar caracteres que contribuyan a la definicion
taxondmica de las entidades intraespecificas. Se estudiaron siete individuos
seleccionados e incluidos en el Programa de seleccién de frutos nativos de Uruguay
(FAGRO-INIA-MGAP). Se colectaron flores en distintas etapas del desarrollo y se
procesaron por la técnica clasica de inclusion en parafina. Se describe por primera
vez la ontogenia de los érganos reproductivos, microgametofito y megagametofito
en la especie Psidium cattleyanum. Ambas formas mostraron un patrén
ontogenético tipico de Myrtaceae. Los caracteres encontrados en el desarrollo
ontogenético de androceo y gineceo para los materiales estudiados no aportan
diferencias para la recircunscripcién taxondmica de las formas. En las anteras
maduras se observaron anomalias en los granos de polen resultantes. Estas se
asocian a los altos niveles de ploidia de la especie y son consideradas las causantes
de la baja viabilidad de polen. No se observaron indicios de meiosis en los dvulos
analizados. Tampoco se hallaron evidencias de aposporia ni embrionia adventicia en
los citoipos observados. Se propone diplosporia como via formacion de semillas
apomicticas.

Palabras clave: araza, biologia reproductiva, frutos nativos, ontogenia, Psidium.
VI



SUMMARY
Embryological characterization of the native fruit species Psidium
cattleyanum Sabine (Myrtaceae).

Psidium cattleyanum Sabine "araza" shows an increasing productive interest in
the region due to its good traits for its fruits commercialization and industrialization.
Based on the difference of fruit pericarp color two forms are recognized: Psidium
cattleyanum f. lucidum O. Deg (yellow) and. P. cattleyanum f. cattleyanum Sabine
(red); currently being studied for a taxonomic re-circumscription. Until now the most
appropriate way of commercial propagation has not been determined. Low viability
of pollen and evidence of apomixis as a way of reproduction have been reported.
Although the development processes involved has not been characterized. The aim
of this thesis was to study the ontogeny of flowers and early development of seeds
and fruits in selected materials of both forms. As a way to interpret the
embryological aspects which influence the mode of reproduction, to provide
biological necessary data to implement commercial management plans and to
identify traits that contribute to the definition of intraspecific taxonomic entities.
We studied seven selected individuals, included in the selection program of native
fruits of Uruguay (MGAP FAGRO-INIA). Flowers were collected at different stages of
development and were processed through the conventional technique of paraffin
embedding. The ontogeny of the reproductive organs: megagametophyte and
microgametophyte, in Psidium cattleyanum species is described for the first time.
Both forms showed the typical Myrtaceae ontogenetic pattern. The characteristics
found in the ontogenetic development of androecia and gynoecia do not provide
differences for the taxonomic re-cisrcunscription of the forms. Abnormalities in the
pollen grains were observed in the mature anthers. These were associated with high
ploidy levels of the individuals and this is proposed considered the cause of low
pollen viability. No evidences of meiosis were observed in the analyzed ovules.
Neither apospory nor adventitios embryony evidences in the citotypes were found.
Diplospory with pseudogamy is proposed as an apomictically way for seed
formation.

Keywords: araza, native fruits, ontogeny, Psidium, reproductive biology.
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1. INTRODUCCION

Esta tesis analiza y describe el desarrollo de los érganos reproductivos florales
de la especie frutal nativa Psidium cattleyanum Sabine, para la forma tipica Psidium
cattleyanum f. cattleyanum de frutos rojos y la forma Psidium cattleyanum f.
lucidum Q. Deg. de frutos amarillos. Se prueba la hipdtesis de que en la ontogenia
de los drganos reproductivos se definen caracteristicas que determinan o
condicionan el modo de reproduccion de una especie y se establecen caracteristicas
embrioldgicas de valor taxondmico. Los resultados obtenidos amplian el
conocimiento del modo de reproduccién de Psidium cattleyanum y de su

taxonomia.

1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Sistematica, taxonomia y distribucién de Psidium cattleyanum.

El género Psidium L. pertenece a la subtribu Pimenta, tribu Myrteae, de la
familia Myrtaceae (Lucas et al., 2007). Comprende entre 50 y 100 especies nativas
de América del Sur. La amplitud de este rango numérico se debe a la existencia de
complejos de entidades que pueden considerarse una especie o un grupo de
especies (Landrum, 2003). Crecen desde México y el Caribe hasta el norte de
Argentina y Uruguay en el continente Americano (Landrum y Kawasaki 1997; Lucas
et al. 2007) y se extiende a algunas islas del este del Océano Pacifico (Galdpagos)
(Landrum, 2003). Por otra parte P. cattleyanum y P. guajava son especies invasoras
problematicas en algunas zonas tropicales y subtropicales del mundo como las islas
Hawai, Tahiti, Mauricio, Florida y Norfolk (Koske y Gemma 2006, Ellshoff et al. 1995,
Huenneke y Vitousek 1990).

En Uruguay crecen cuatro especies del género: Psidium cattleyanum Sabine,
Psidium incanum (O. Berg) Burret, Psidium luridum (Spreng) Burret y Psidium

pubifolium Burret. Las ultimas tres especies son sufrutices y alcanzan hasta un



metro de altura (Brussa y Grela, 2007). Segun Landrum (2003) P. incanum vy P.

luridum pertenecen al complejo de especies Psidium salutare (Kunth).
1.1.1.1 Psidium cattleyanum

Psidium cattleyanum ‘arazd’ es un arbusto de 1.5-3 m de altura, que puede
alcanzar hasta 10 m en el interior de bosques, tiene follaje denso y brillante, con
tronco y ramas de corteza lisa, de color canela (Sobral 2003, Legrand 1968).
Presenta flores solitarias, actinomorfas, bisexuales, pentameras y de color blanco
(Franzon et al 2009, Drehmer 2005); los elementos del perianto se encuentran
libres en la flor, caracteristico de algunas Myrtoideae (Landrum y Kawasaki 1997,
Nic Lughadha y Proenga 1996). El androceo es polistémono, con 250-480 estambres
(Drehmer, 2005) insertos en varios ciclos en una ancha porcion del hipantio, con
filamentos filiformes y anteras globosas, de coloraciéon amarilla (Nic Lughadha vy
Proenca, 1996). El ovario es infero, generalmente 3-4 locular (2-5 locular en el
género Psidium), pluriovulado, évulos adheridos a una placenta proyectada en
direccién al centro del l6culo, dispuestos en dos filas verticales (variando de 94 a
265 ovulos por ovario) (Drehmer 2005, Rasseira et al. 2004). El estilo es filiforme y
el estigma capitado o peltado, seco (Landrum y Kawasaki 1997, Sanchotene 1989
citado por Rasseira et al., 2004).

Los frutos son bayas carnosas de 2 a 3 cm de didmetro; existen individuos con
frutos de pericarpo color amarillo o rojo (hasta violaceos). En base a esta diferencia
en coloracién y a algunos caracteres vegetativos Degener (1939) describid Psidium
cattleyanum f. lucidum O. Deg. para referirse a los materiales con frutos amarillos
(figura 1a), caracteristica que lo separa de la forma tipica P. cattleyanum f.

cattleyanum de frutos rojos (figura 1b).



Figural. Psidium cattleyanum, formas amarillas y rojas en fructificacion. a) Psidium

cattleyanum f. lucidum. b) Psidium cattleyanum f. cattleyanum.

La distribucidon natural de Psidium cattleyanum abarca el litoral de Brasil, desde el
estado de Espiritu Santo hasta Rio Grande do Sul, y llega a la zona serrana de
Uruguay (Legrand 1968, Legrand y Klein 1977, Brussa y Grela 2007). Las referencias
anteriormente citadas en Uruguay son referidas a materiales de ambas coloraciones
de frutos. Recientemente, colectas realizadas por Speroni et al. (2012) y
Bernaschina y Pereyra (2014) confirman la distribucién en Uruguay para los
departamentos de Cerro Largo, Treinta y Tres, y Rocha. Estos también corroboran
qgue las poblaciones naturales registradas en territorio nacional son escasas vy
corresponden a materiales de frutos amarillos, lo que significaria que el material de
frutos rojos se encuentra solamente en condiciones de cultivo.

En las referencias bibliograficas no hay consistencia en el uso de las categorias
taxondmicas infraespecificas; por lo que es necesario aclarar que cuando se escribe
Psidium cattleyanum se refiere a la especie en general. En los casos que se
menciona Psidium cattleyanum f. cattleyanum o P. cattleyanum var. cattleyanum se
refiere a la misma entidad taxondmica con la caracteristica de frutos de color rojo

(categoria de frutos rojos). Del mismo modo ocurre con Psidium cattleyanum f.



lucidum o P. cattleyanum var. lucidum (categoria de frutos amarillos), en este caso
sélo Psidium cattleyanum f. lucidum es correcta (Tropicos.org, 2015). En este
trabajo utilizo Psidium cattleyanum f. cattleyanum para hacer referencia a la
categoria de frutos rojos y Psidium cattleyanum f. lucidum para hacer referencia a la

categoria de frutos amarillos.

1.1.2 Usos e importancia econdmica y productiva de la especie

Psidium cattleyanum presenta un creciente interés productivo en la region
debido a que sus frutos comestibles poseen buenas caracteristicas para la
comercializacién fresca y la industrializacién. Sus frutos han sido evaluados por sus
propiedades nutracéuticas y se han encontrado cantidades significativas de
compuestos fendlicos, antocianinas y carotenoides, que representan un beneficio
para la salud incorporados a una dieta equilibrada (Fetter et al., 2010).

La especie es también conocida popularmente por poseer propiedades
medicinales (Campos, 2010). Sus aceites volatiles presentan alfa-pireno como
compuesto principal, que tienen actividad anti-inflamatoria (Apel, 2001),
expectorante y antimicrobiana (Raman et al., 1995). Se ha comprobado su efecto
bactericida sobre Steptococcus mutans bacteria involucrada en la aparicién de
caries (de Menezes et al. 2010, Brighenti et al. 2008)

Dentro de las especies nativas del sur del Brasil, estudiadas en el centro de
investigacion agropecuaria de clima templado (CPACT), ha sido elegida por los
productores como la que presenta mayor potencial para el aprovechamiento a
corto plazo (Franzon, 2004). Existen dos cultivares lanzados para la produccién por
la Empresa Brasilera de Investigacion Agropecuaria de clima templado (Embrapa-
CT):“Yaci” de frutos amarillos e “Irapua” de frutos rojos (Rasseira et al., 2004).

En Uruguay, Psidium cattleyanum fue incorporada al Programa de Seleccién
de Frutas Nativas con potencial comercial, que llevan adelante la Facultad de
Agronomia, el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) y el Ministerio

de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP) desde el afio 2000. En los jardines de



introduccion de la Estacién Experimental de la Facultad de Agronomia en Salto
(EEFAS) y de la estacidon de INIA Las Brujas ha tenido buen desarrollo y buena
sanidad, tanto en planta como en fruto. Esta especie junto con el guayabo del pais
(Acca sellowiana (O. Berg) Burret), es considerada como una de las especies de
Myrtaceae mas promisorias en sistemas de produccion (Vignale y Bisio, 2005).
Contradictoriamente a esto ultimo, Psidium cattleyanum es una especie
invasora problematica en regiones tropicales donde se introdujo como cultivo
frutal. Actualmente se ha convertido en una especie invasora debido a su alta tasa
de germinacidon de semillas, la exitosa reproducciéon por raices gemiferas y su
asociacion con micorrizas arbusculares (Huenneke y Vitousek 1990, Koske y Gemma

2006).

1.1.3 Morfologia floral y caracteristicas embrioldgicas en Psidium cattleyanum

Los estudios embriolégicos en la familia y en el género son escasos y no
existen hasta el momento para la especie estudios embriolégicos que abarquen el
desarrollo de los drganos reproductivos. A continuacion se presentan algunas de las
caracteristicas halladas para la especie, para el género, para la subfamilia y Ila

mayoria para la familia.
1.1.3.1 Androceo

Myrtoideae -ex subfamilia, referida a la actual tribu Myrteae (Lucas et al.,
2007) presenta anteras tetrasporangiadas, bitecas y de dehiscencia longitudinal (Nic
Lughadha y Proenca, 1996). El desarrollo de la pared de la antera y del saco polinico
es del tipo basico en Myrtaceae, la epidermis de las anteras puede ser persistente o
efimera, las capas intermedias son efimeras, el endotecio es fibroso y el tapete es
glandular (Tobe y Raven, 1983). Psidium generalmente presenta mas de dos
glandulas en el tejido conectivo de la antera (Landrum y Kawasaki, 1997). El polen
se libera en ménadas en Myrtoideae excepto en Myrtus communis L. y Psidium
cattleyanum, donde hay una mezcla de ménadas y tétradas tetraédricas (Patel et

al., 1984). El numero de granos de polen de P. cattleyanum varia de 750 a 1560 por



antera (Donadio et al., 2002) y pueden presentar diferentes formas: triangular,
esférica, oval o disforme (esta ultima probablemente no viable) (Rasseira y Rasseira,
1995). Los granos de polen son bicelulares en Myrtoideae (Nic Lughadha y Proenca,

1996).
1.1.3.2 Gineceo

El ovario en las Myrtaceae es infero, la placentacion en Myrtoideae es
mayormente axial (Nic Lughadha y Proencga, 1996), también puede ser basal, apical
y parietal (Schmid, 1980). La mayoria de las Myrtoideae presentan un compitum,
descripto como un pasaje que conecta los l6culos y se comunica con el estilo. En
algunos géneros del grupo puede ser conspicuo llevando a la interpretacion errénea
de la placenta axial como parietal (Schmid, 1980).

Los dvulos en Psidium son anatropos, bitégmicos (Narayanaswami y Roy,
1960) y crasinucelados asi como en la mayoria de las Myrtoideae, la Unica excepcién
es Syzygium que es unitegumentado (Nic Lughadha y Proenca, 1996). El grosor de
los tegumentos varia de un género a otro y en el tegumento externo tiende a
incrementarse durante la ontogenia del évulo en Myrtales (Tobe y Raven, 1983). La
micrépila estd formada por los dos tegumentos en Myrtoideae (Nic Lughadha y
Proenca 1996) y en Psidium suele ser en zigzag (Narayanaswami y Roy, 1960).

La tétrada de megasporas en Psidium y en Myrtaceae es lineal y la megdspora
funcional es la chalazal; el saco embrionario que se forma a partir de ella es de tipo
Polygonum (Narayanaswami y Roy 1960, Tobe y Raven 1983) y esta constituido por
dos sinérgidas, una odsfera, dos nucleos polares y tres antipodas. La singamia de los
gametos y la fecundacidon de los nucleos polares ocurren simultdaneamente en
Psidium (Narayanaswami y Roy, 1960). El camino del tubo polinico es porégamo en

Psidium (Narayanaswami y Roy, 1960) asi como en Myrtaceae (Tobe y Raven, 1983).



1.1.4 Endospermogénesis y embriogénesis, morfologia de la semilla y desarrollo del

fruto.

El endosperma en Psidium es nuclear y la celularizacién comienza desde la
region micropilar (Narayanaswami y Roy, 1960). Generalmente se digiere en el
desarrollo del embrién y se describe como ausente en las semillas maduras en
Myrtaceae (Tobe y Raven, 1983). No obstante, estudios de Petit (1908) citado por
Nic Lughadha y Proenga (1996) mostraron que restos de endosperma estan
presentes en semillas de varias Myrtaceae, incluyendo los géneros Acca, Myrtus y
Psidium.

El tipo de embriogénesis en Myrtaceae es Onagraceo, con suspensor corto y
macizo y embrién con dos cotiledones del mismo tamafio (Tobe y Raven, 1983). La
estructura del embrién de Myrtaceae fue descripta por De Candolle (1828) citado
por Nic Lughadha y Proenca (1996) en tres tipos basicos: eugenoide (cotiledones
gruesos, carnosos e hipocétilo relativamente insignificante), myrcioide (cotiledones
foliosos, mucho mas amplios que el hipocétilo) y myrtoide/pimentoide (con
hipocétilo bien desarrollado y cotiledones relativamente pequefios); siendo esta
distincién un cardcter taxondmico de peso en la familia.

El embridn en Psidium es en forma de “C”, siendo el hipocdtilo mas grande
que los cotiledones (Landrum y Kawasaki, 1997). Psidium cattleyanum presenta
embrion de tipo pimentoide, craso y curvado (Santos et al., 2004). Los embriones de
algunos géneros de Myrtoideae, entre ellos Psidium, presentan glandulas
esquizdgenas secretoras de aceites (Nic Lughadha y Proenca, 1996).

Beardsell et al. (1993) consideran que la cubierta de la semilla formada por
ambos tegumentos es una caracteristica de muchas Myrtaceae, sin embargo los
reportes de Myrtoideae muestran que se forma Unicamente del tegumento externo
(van Wyk y Botha 1984, Narayanaswami y Roy 1960). Las cubiertas de las semillas
varian desde membranosas, coridceas, cartilaginosas a déseas; la testa usualmente
es lisa y no esculpida (Nic Lughadha y Proenca, 1996). Las células de la cubierta de la

semilla en Psidium son alargadas y densamente empaquetadas sin ningln patrén



particular, la superficie es aspera u opaca en apariencia (Landrum y Kawasaki,
1997). La germinacidn es epigea, fanerodicotiledonar (los cotiledones funcionan
como primeras hojas fotosintetizantes) (Santos et al., 2004).

El fruto tipico de las Myrtoideae es carnoso, generalmente uni-seminado,
usualmente naranja, rojo o morado. La ex subtribu Myrtinae (actualmente varios de
sus géneros en el grupo Pimenta, entre ellos Psidium) incluye muchas especies con
frutos verdes o amarillos con muchas semillas (Nic Lughadha y Proenga, 1996). La
mayoria de las especies de Myrtoideae presentan un numero de semillas en los
frutos mucho menor al nimero de évulos del ovario, que potencialmente podriaan
desarrollarse en semillas (Nic Lughadha y Proenca, 1996). P. cattleyanum presenta

entre 16 y 100 semillas por fruto (Sanchotene 1989 citado por Rasseira et al., 2004).

1.1.5 Citogenética de la especie

La familia Myrtaceae tiene un nimero cromosémico basico, bastante regular,
de x=11. Las poliploidias reportadas a este niumero basico son: tetraploides en
Psidium, Eugenia, Syzygium, Baeckea sens. lat., Scholtzia, Hypocalymma, Calytrix,
Leptospermum y Melaleuca; hexaploides en Eugenia and Syzygium; octoploides en
Psidium; decaploides en Syzygium. Triploides se han reportado en Eugenia y
Melaleuca y pentaploides y heptaploides en Psidium (Wilson, 2011). En poblaciones
brasileras de Psidium se han determinado materiales 2n=22, 44, 66, 77 y 88, no
presentando éstos mayores diferencias morfolégicas entre si (Costa y Forni—
Martins, 2006, 2007).

En Psidium cattleyanum se han reportado distintos niveles de ploidia.
Atchison (1947) encontré que ambas formas de la especie presentan un nimero
total de 88 cromosomas. En tanto, resultados de Rasseira y Rasseira (1995)
muestran variacion en los numeros cromosémicos de diferentes ejemplares
analizados, desde 55, 60, 66, 78, tanto de individuos de frutos rojos como amarillos
y hasta 88 sélo en individuos de frutos rojos. De Souza et al. (2014) confirman la

presencia de estos genotipos y agregan los numeros cromosdmicos 44 y 82.



Estudios en materiales seleccionados en el Programa de Seleccién de Frutos Nativos
de Uruguay encontraron que los individuos analizados de frutos rojos presentan 77
cromosomas mientas que los amarillos presentan 88 cromosomas (Vazquez et al.,

2014).

1.1.6 Biologia reproductiva

1.1.6.1 Modo de reproduccién

La mayoria de las especies de Myrtaceae hermafroditas tienen flores
protandricas (maduracion de la fase masculina antes que la femenina) (Beardsell et
al., 1993), lo que potencialmente implicaria dicogamia, sin embargo no siempre es
asi en Myrtoideae (Nic Lughadha y Proencga, 1996). Si bien la polinizacién cruzada es
el mecanismo mas frecuente en Myrtaceae (Wilson, 2011) y en Myrtoideae
(Proenga y Gibbs, 1994), existen tanto especies autocompatibles como
autoincompatibles en ambas (Wilson 2011, Nic Lughadha y Proenca 1996),
indicando que existen diversos mecanismos de compatibilidad en la familia.

Los reportes sobre el modo de reproduccion de Psidium cattleyanum son
escasos y en algunos casos contradictorios. Tanto P. c. var. cattleyanum como P. c.
var. lucidum fueron reportadas como autoincompatibles por Cheyhiyan (1988),
mientras que Teaotia et al. (1970) concluyen que P. c. var. lucidum es autofértil. Por
otro lado Rasseira y Rasseira (1995) sugieren, de observaciones de produccién de
frutos en plantas aisladas, que la especie es autofértil. Asimismo reportan mayor
produccién de frutos en polinizaciones abiertas en diferentes variedades de P.
cattleyanum. Donadio et al. (2002) observé polinizacion cruzada vy
autoincompatibilidad en algunas variedades de la especie y reporta baja
fructificacidon en autopolinizacion (12 a 26%). Estudios de Fidalgo y Kleinert (2009)
concluyen que P. cattleyanum es xendgama facultativa y que no produce frutos en
ausencia de polinizadores, indicando la necesidad de un vector para Ia

autopolinizacion.



Por otro lado se han encontrado distintas evidencias de apomixis como modo
de reproduccién. Se ha detectado escasa variabilidad en la descendencia obtenida
por semilla, tanto en trabajos llevados adelante en materiales nacionales como
brasilefios (Vignale y Bisio 2005, Franzon 2004, Franzon et al. 2004, Morton 1987).
Por otra parte Morton (1987) reporta que progenies de semillas de araza rojo
segregan ocasionalmente en habito, tamafio de fruto y ausencia de semilla. En
cambio, las progenies de semilla de araza amarillo tienden a ser uniformes, lo cual
estaria indicando posibles diferencias a nivel del sistema reproductivo entre ambas

formas.
1.1.6.2 Apomixis

La apomixis fue definida por Winkler (1908) citado por Maheshwari (1950)
como la sustitucién de reproduccién sexual por un proceso asexual que no involucra
ninguna fusiéon nuclear. En ésta ocurre formacién de semillas conteniendo
embriones, provenientes de células gametofiticas o esporofitas del dvulo, sin
ocurrencia de meiosis completa ni doble fecundacion (Raghavan, 2006).
Maheshwari (1950) establece tres vias recurrentes de apomixis: aposporia
generativa o diplosporia, es la formacion de saco embrionario diploide a partir de la
célula arquespédrica y consecuente formacion del embridn a partir de alguna de las
células del saco embrionario no reducido; aposporia somdtica o aposporia, es la
formacion del saco embrionario diploide a partir de células del nucelo vy
consecuente formacion del embrion a partir de las células del saco embrionario no
reducido; y embrionia adventicia, los embriones se forman directamente a partir de
células del nucelo o tegumento, sin formacién previa de saco embrionario, en tanto
se forma también el saco embrionario reducido donde puede ocurrir fecundacion.

Davis (1966) reporta la apomixis como ocurrente en Myrtoideae, donde
generalmente es apomixis por embrionia adventicia, aunque existe alguna
evidencia indicando la posibilidad de aposporia (Nic Lughadha y Proenca, 1996). Los
reportes de poliembrionia en Myrtoideae refieren a varias especies de Syzygium,

algunos incluyen a Luma apiculata (DC.)(Jonson 1936 citado por Nic Lughadha y
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Proenca, 1996), sin embrago en esta especie la poliembrionia no es constante (Nic
Lughadha y Proenca, 1996). Gurgel y Soubihe Soubrinho’s (1951) estudiando 16
especies fructiferas de Myrtaceae reportan poliembrionia para especies de
Syzygium y Plinia.

Rye (1979) postula una correlacion positiva entre la ocurrencia de apomixis en
Myrtoideae y la alta frecuencia de poliploidia en este grupo, sin embargo sélo
ejemplifica esto para Syzygium jambos Alston (citado como Eugenia jambos). Segun
Nic Lughadha y Proenca (1996) la correlacion podra ser corroborada cuando se
realicen suficientes conteos cromosdmicos en otros géneros de Myrtoideae
(Syzygium, Plinia, Luma) que han sido documentados como poliembridnicos.

En Psidium cattleyanum Manshardt y Aradhyta (1990) citado por Ellshoff et al.
(1995) observaron una uniformidad muy alta en el andlisis de isozimas de la
progenie de tres plantas de P. c. f. cattleyanum y dos de P. c. f. lucidum.
Consistentemente observaron un unico patron electroforético en la progenie que
coincidia con el del pie materno, sugiriendo apomixis. Estudios preliminares de
marcadores RAPDs en materiales de ambas formas taxdnomicas cultivados revelan
Unicamente haplotipos maternos en la progenie (Clara Pristch, comunicacién
personal, 27 de febrero de 2015). Adicionalmente en estudios de Rasseira y Rasseira
(1995) encontraron fructificacion con formacién de semillas en flores emasculadas

sin polinizar, lo que indicaria que ocurre apomixis.
1.1.6.3 Viabilidad y germinacion de polen

Los estudios de la viabilidad y geminacién de polen en la especie han
reportado valores bajos en varios individuos analizados, lo que también estaria
condicionando su modo de reproduccién. En estudios de Speroni et al. (2012)
realizados sobre materiales cultivados se encontré baja viabilidad de polen en
materiales de ambas formas: en Psidium cattleyanum f. lucidum alcanzé un 42% y
en materiales de P. c. f. cattleyanum resultd nula en varios individuos
seleccionados. Adicionalmente analisis de germinacion in vitro de granos de polen

realizados en distintas variedades de la especie por Donadio et al. (2002)
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encontraron valores promedios de 20%, la variedad con valores mas altos que
corresponde a P. c. f. cattleyanum presentd un 35% de germinacion in vitro.

Hirano y Nakasone (1969) reportan un menor porcentaje de germinacién de
los granos de polen en citotipos de Psidium poliploides respecto a los diploides.
Segun Renner (1919) citado por Stanley y Linskens (1974) el nivel de ploidia también
se relaciona con el tamafio del grano de polen. Esto va en consonancia con lo
encontrado por Rasseira y Rasseira (1995) de que granos de polen de los individuos
de frutos rojos son significativamente menores que los de frutos amarillos.

En el analisis de las formas de los granos de polen Rasseira y Rasseira (1995)
encontraron numeros relativamente altos de anomalias: diadas, triadas, poliadas y
tétradas, siendo lo mas comun la ocurrencia de triadas; adicionalmente en anteras
en fase de tétrada observaron células de tamafo desigual. Estos mismos autores
analizaron el indice meidtico (porcentaje de tétradas normales) en materiales de
ambas formas. El valor mas alto encontrado fue de 65% (se considera 90% lo
normal), con gran variacién dentro de una misma poblaciéon. Las plantas de frutos

rojos presentaron siempre indices mas bajos (Rasseira y Rasseira, 1995).
1.2 JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.2.1 Justificacion

Los antecedentes presentados muestran que existen importantes avances en
el estudio de la embriologia y modo de reproduccién a nivel de familia y tribu (ex
subfamilia), pero poco hay descripto sobre el género y menos aun sobre la especie.
Estudios del desarrollo de los érganos reproductivos son una herramienta util para
contribuir a esclarecer aspectos importantes de la biologia reproductiva. La
ontogenia de los granos de polen, analizada en materiales con diferentes valores de
viabilidad, puede contribuir a explicar los bajos porcentajes de viabilidad detectados
en varios materiales. Del mismo modo, el andlisis ontogenético del origen del saco

embrionario puede esclarecer la via de formacion de los embriones y determinar si
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existen procesos de apomixis que determinen la uniformidad de la descendencia
obtenida por semilla.

Esta informaciéon, junto con los otros abordajes que se realizaron en el
proyecto “Estudios bioldgicos y taxondmicos en la especie frutal nativa Psidium
cattleyanum” (CSIC I+D, 2010-2014), permitira conocer el modo de reproduccién de
la especie y emplear esta informacién para programas de manejo y mejoramiento
de la especie. Estos estudios ademads, constituyen una fuente de caracteres
taxondmicos que aportaran a la confirmacién de las entidades taxondmicas que

crecen en territorio uruguayo.

1.2.2 Hipotesis de trabajo

En la ontogenia de los drganos reproductivos quedan definidas ciertas
caracteristicas que determinan o condicionan el modo de reproduccién y definen
caracteres taxondmicos morfoldgicos de una especie

En el caso de Psidium cattleyanum, alteraciones en la formaciéon de los granos
de polen pueden afectar la viabilidad final de los mismos y su fertilidad, asi como el
origen del saco embrionario puede determinar la/s via/s de formacién sexual o

asexual del embrién y el grado de su variabilidad genética de la descendencia.

1.2.3 Objetivos

1.2.3.1 Objetivo general

El objetivo de este trabajo es estudiar la ontogenia de las flores y primeras
etapas del desarrollo de semillas y frutos en materiales seleccionados de Psidium
cattleyanum f. cattleyanum y P. c. f. lucidum, para interpretar algunos aspectos
embriolégicos que condicionan el modo de reproduccion, aportar datos biolégicos
necesarios para instrumentar planes de manejo comercial e identificar caracteres
embriolégicos que contribuyan a la definicion taxondmica de las entidades

infraespecificas descriptas.
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1.2.3.2 Objetivos especificos:

1. Describir el desarrollo del microsporangio, la microsporogénesis,
microgametogénesis y formacién de granos de polen en materiales de
frutos rojos y amarillos de Psidium cattleyanum para determinar si
existen alteraciones que influyan en la viabilidad de los granos de
polen.

2. Describir el desarrollo del megasporangio, la megasporogénesis,
megagametogénesis y formacion de saco embrionario en ambos tipos
de materiales para establecer si ocurren procesos de apomixis.

3. Analizar y describir la fecundacién, desarrollo de endosperma vy
embridn, hasta etapas iniciales de formacién de semilla y fruto.

4. Analizar si existen diferencias entre los materiales seleccionados de
frutos rojos y amarillos, en todos estos aspectos, que condicionen las
caracteristicas productivas o el modo de propagacién y/o permitan

establecer diferencias taxondmicas entre ambos.
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2. MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se emplearon individuos de Psidium cattleyanum cultivados
en la Estacién Experimental Facultad de Agronomia Salto (EEFAS), Uruguay
(31919’S; 57241'W) y en la Estacion Experimental Las Brujas del Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIA), Canelones, Uruguay (342 40’S; 562 20'W).
Estos son materiales seleccionados en base a caracteristicas productivas y a datos
existentes sobre la calidad de los frutos, el sabor, y las propiedades de los productos

elaborados a partir de los mismos.

2.1 SELECCION Y COLECTA DE MATERIALES

Se analizaron siete genotipos, tres de Psidium cattleyanum f. cattleyanum
provenientes de la EEFAS y cuatro de Psidium cattleyanum f. lucidum: dos
provenientes de la EEFAS y dos provenientes del INIA. Los genotipos se eligieron
teniendo en cuenta los siguientes criterios: coloracién de fruto, para establecer si
hay diferencias en el desarrollo y formacion entre ambas formas; porcentajes de
viabilidad de polen (utilizando cloruro de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio), para determinar si
ésta se relaciona a la coloracion del fruto o al genotipo; porcentaje de fructificacidn
alto, por su interés productivo (datos publicados en Speroni et al., 2012) (Tabla 1).
En cuanto a este ultimo aspecto, si bien en el individuo llI7 el porcentaje de
fructificacién es bajo, la produccién total del arbol es alta en general y es

considerado un material interesante comercialmente.
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Tabla 1. Individuos analizados de Psidium cattleyanum. Caracteristicas de cada genotipo.

Cddigo Estacion Coloracion Viabilidad  Fructificacion
del individuo Experimental Frutos de Polen (%) (%)

V-1 EEFAS! Rojo 14 62,39
-7 EEFAS ' Rojo 0 1,77
V3 EEFAS ' Rojo 0 35,61
-5 EEFAS* Amarillo 19,9 36,82
IV6 EEFAS ' Amarillo 21,98 62,22

24 INIA® Amarillo 24,96 35,04

61 INIA 2 Amarillo 47,41 103,28

'Estacion Experimental Facultad de Agronomia Salto

?Estacion INIA Las Brujas

Las colectas se efectuaron en la primavera del 2011 en EEFAS y en la
primavera del 2012 en INIA Las Brujas. En cada individuo se colectaron flores en
distintas etapas de desarrollo, desde estadios muy jovenes previos a la antesis hasta
el comienzo del cuajado del fruto (Apéndice tablas 1y 2) con el propdsito de captar
todas las etapas de desarrollo de los érganos reproductivos de la flor. Las flores
colectadas se fijaron en FAA (formol, acido acético, alcohol 70%, 5:5:90) durante 24
horas (Johansen, 1940) y luego se almacenaron en alcohol 70% hasta su
procesamiento.

En cada individuo se definieron, para su andlisis, entre 10 y 12 estadios
florales (dependiendo del individuo), que fueron caracterizados por su morfologia
externa y categorizados segun la cantidad de dias en relacién a la antesis como
“dias previos a la antesis” (dpra) y “dias posteriores a la antesis” (dpta). Los estadios
florales se caracterizaron morfolégicamente segun el tamaiio y la posicidn relativa
de los verticilos florales (caliz y corola fundamentalmente). Las figuras 2 y 3

muestran los estadios definidos con sus caracteristicas para Psidium cattleyanum f.
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cattleyanum y P. c. f. lucidum respectivamente. Las medidas y las ilustraciones de
los estadios florales se realizaron empleando un microscopio estereoscépico Nikon

SMZ-10 con camara clara.

2.2 PROCESAMIENTO DEL MATERIAL

Las flores fueron procesadas de distintos modos para mejorar la infiltracién
hacia los dvulos: remocién mecanica (con hoja de afeitar) de la epidermis y el
parénquima hipodérmico del hipantio en estadios mds jévenes, y aislamiento de
ovulos, anteras y semillas en estadios mds avanzados. El material fue deshidratado
en una serie de alcoholes de graduacién ascendente, utilizando toluol o alcohol
butilico terciario como intermediario para su procesamiento con la técnica clasica
de inclusién en parafina (Li, 1978). Se realizaron cortes seriados con micrétomo de
rotacién a un grosor de entre 7 y 10um, y se montaron en porta-objetos de vidrio.
Los cortes se colorearon con la doble tincion Safranina-Fast Green (Johansen, 1940),
donde la lignina y el ADN se colorean de rojo (Safranina) y la celulosa de verde-
azulado (Fast Green). Los cortes se montaron con balsamo de Canada.

Las anteras de todos los individuos se procesaron también con la técnica
cldsica de inclusidn en resina plastica (Gerrits y Smid, 1983), previa deshidratacion
en graduacion ascendente de alcoholes. Esta técnica se aplicod sélo a anteras dado
gue no permite hacer cortes seriados, sin embargo permite realizar cortes muy
finos (hasta 1um) que permiten analizar mds detalles. Se obtuvieron cortes de de 2
a 5 um de espesor con micrétomo semiautomatico, se colorearon con azul de
toluidina al 0,25% y se montaron en balsamo de Canada.

Los cortes resultantes de ambas técnicas se observaron con microscopio
Optico Nikon E100. Los cortes seleccionados se analizaron, midieron y fotografiaron

la cdmara digital Dino Eye 2.0.
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2.3 ANALISIS ESTADISTICO EN LOS SACOS POLINICOS MADUROS

Se realizd una cuantificacion de los sacos polinicos maduros segun el estado
de desarrollo de los granos de polen formados en su interior. Se distinguieron dos
categorias: sacos polinicos con granos de polen normales y sacos polinicos con
granos de polen andmalos (en este conteo se incluyeron todos los tipos de
anomalias encontradas). Se contaron sacos polinicos totales por corte observado en
los estadios 16 dpra y la suma de 8 dpra y 2 dpra. En cada corte se contabilizaron
entre 10 y 40 anteras segun la disponibilidad en el preparado de las cuales se
podian observar los cuatro sacos polinicos o menor nimero de ellos segun la
orientacién que disponian en el corte. Los cortes analizados se seleccionaron con
una distancia tal que asegurara no repetir el mismo saco polinico. Para las
comparaciones se utilizaron sélo los individuos de los que se pudieron contar mas
de seis cortes.

Se analizaron las variables SPN (nimero de sacos polinicos normales) y GRD
(ndmero de sacos polinicos con granos andmalos) utilizando un modelo lineal
generalizado y se asumidé una distribucién binomial para ambas. Se compararon
medias de individuos utilizando la prueba de formacién de grupos excluyentes DGC
(Di Rienzo et al., 2002), particionando por sitio y por estadio, y sélo por sitio; a fin
de considerar si hay diferencias en lo encontrado entre los estadios en que ya se
encuentra desarrollado el polen, pero no esta abierta la flor. Se utilizd un nivel de
significancia de 0,05 para las pruebas realizadas. Los analisis se realizaron utilizando

el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2014).
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Figura 2. Estadios florales de Psidium cattleyanum f. cattleyanum analizados en este
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Figura 3. Estadios florales de Psidium cattleyanum f. lucidum analizados en este
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3. RESULTADOS

La especie presenta una etapa de botdn floral prolongado, el primordio floral
se hace visible en la planta 55-45 dias antes de la antesis. El desarrollo ontogenético
de las flores en P. cattleyanum f. cattleyanum se inicia primero que en P. c. f.
lucidum. En el ano de estudio en la EEFAS (2011), la floracidén de los materiales de
frutos rojos comenzoé 15 dias antes que en los materiales de frutos amarillos (19-09-
2011 vs 3-10-2011).

Ambas formas mostraron patrones ontogenéticos similares tanto de androceo
como de gineceo. Las principales diferencias encontradas en este estudio fueron a
nivel de tamafios celulares y tiempos de duracion de las etapas de desarrollo. Los
resultados de los estudios ontogenéticos que se presentan a continuacién, se
refieren a ambas entidades taxondmicas y se especifican las diferencias encontradas

cuando corresponde.

3.1 PATRONES ONTOGENETICOS EN EL ANDROCEO

Los estambres poseen filamentos largos, tres a cuatro veces el largo de la
antera, recubiertos por una epidermis de células cuadrangulares y con parénquima
rodeando un haz vascular central (figura 4a). Las anteras son tetrasporangiadas con
una epidermis simple de células rectangulares. Presentan un tejido conectivo
central con células parenquimaticas de seccién poligonal a redondeada, vacuoladas.
Un uUnico haz vascular llega hasta la zona apical proveniente del filamento (figura
4b). El parénquima del conectivo presenta drusas, probablemente de oxalato de
calcio, mas abundantes en estadios avanzados de desarrollo.

En la zona apical de la antera se ubica una gldndula de forma globosa tapizada
de células grandes que dejan un hueco interior. Estas células son poliédricas y se
tifen intensamente con safranina (figura 4c). En algunas anteras de desarrollo

avanzado se observan procesos de lisis en las células (figura 4d).
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En el desarrollo ontogenético de los microsporangios se reconocieron las
etapas de formacién del tejido espordgeno, células madres de micrdsporas,
microsporas, y granos de polen, para ambas formas. En cada etapa se describe

también el desarrollo de las paredes del saco polinico.

3.1.1 Desarrollo del microsporangio y microsporogénesis

3.1.1.1 Tejido espordgeno

La formacidon de los sacos polinicos comienza desde los 55-47 dpra en P.
cattleyanum f. cattleyanum y los 45-38 dpra en P. c. f. lucidum. En todos los casos se
observé una duracidn aproximada de esta etapa de 14 dias. Las paredes de las
anteras se desarrollan a partir de las dos capas parietales secundarias (figura 4e)
gue se dividen periclinalmente para incrementar el nimero de capas celulares. La
capa parietal secundaria externa originard el endotecio y una de las capas
intermedias. La capa parietal secundaria interna originard el tapete y la otra capa
intermedia (figura 4f). Al mismo tiempo que se diferencian las capas parietales del
saco polinico, en el centro del léculo se diferencian las células espordgenas
primarias, de citoplasma denso, con nucleos grandes y nucléolos notorios, que

forman un tejido compacto sin espacios intercelulares (figuras 4e y 4f).
3.1.1.2 Células madre de las Microsporas

La diferenciacion de las células madres de microsporas (cmm) abarcé un
periodo de 8 a 14 dias en los individuos de Psidium cattleyanum f. cattleyanum y 6 a
7 dias en los individuos de P. c. f. lucidum. A partir de este estadio de desarrollo se
observa una asincronia de los eventos de desarrollo entre las anteras de una misma
flor e incluso entre los sacos polinicos de una misma antera.

La epidermis no presenta divisiones celulares que acompafien el aumento de
volumen en el crecimiento del saco polinico, y las células se van estirando,
tornandose alargadas. Las capas constitutivas de las paredes de los sacos polinicos

comienzan la diferenciacion celular (figuras 5a y 5b). El endotecio consiste en una
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capa Unica de células de seccién cuadrada-rectangular. Las capas intermedias
presentan dos capas de células rectangulares alargadas. El tapete estd formado por
una capa simple de células grandes de seccion rectangular-poligonal, citoplasma
denso, nucleo grande, que esta en contacto directo con las células madres de
microsporas en el interior de los sacos polinicos (figura 5a). A medida que las cmm
se desarrollan, los nucleos del tapete sufren mitosis sin citocinesis para dar un
tapete con células binucleadas (figura 5b).

Las células espordgenas se multiplican y se diferencian en células madre de la
micrdspora a partir de los 41-33dpra en Psidium cattleyanum f. cattleyanum y los
31-27dpra en P. c. f. lucidum. Estas son células grandes con nucleos de gran tamafio
en relacion al tamaiio de la célula (figura 5a). Los tamafios de los nucleos estan
entre 10,6 -12,6 um en P. c. f. cattleyanum y 11,6- 14,7 um en P. c. f. lucidum. Se
comienza a depositar la calosa alrededor de las cmm, que se tifie de celeste con
Fast Green (figura 5b). En las células con pared de calosa desarrollada, el contenido
nuclear muestra signos de condensacién de los cromosomas (figura 5c). Se
observaron filamentos condensados o la totalidad del contenido nuclear

condensado (figura 5d).
3.1.1.3 Microsporas

Cuando ocurre la microsporogénesis en el léculo del saco polinico, la
epidermis de la antera se encuentra mayormente aplastada (figura 6a). Las células
del endotecio aumentan en altura y ya presentan la deposicion de los
espesamientos tipicos de la pared celular. Las capas intermedias se encuentran
colapsadas en la mayoria de los sacos polinicos (figura 6a). Las células del tapete se
separan y sus paredes celulares comienzan a degenerarse (figura 6a) al mismo
tiempo que comienza a disolverse la calosa. En esta etapa se observan corpusculos
pequefios en toda la superficie de las células del tapete con aspecto de orbiculas
(cuerpos de Ubisch) (figura 6b).

Las células madres de microsporas presentan meiosis con citocinesis

simultdnea. Esto comienza a los 33-21 dpra en Psidium cattleyanum f. cattleyanum
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y los 25-23 dpra en P. c. f. lucidum. Inicialmente se forman tétradas tetraédricas de
nucleos libres (figura 6¢) y luego ocurre la citocinesis para dar las cuatro
microsporas (figura 6d). Luego de formadas las cuatro células, la calosa continta
rodedndolas hasta que comienza a disolverse dejando a las microsporas libres en el
saco polinico (figura 6e). Las microsporas libres poseen paredes gruesas y se
observan tanto esporas turgentes como esporas con clara pérdida de turgencia

(figura 6f).

3.1.2 Granos de polen

Los granos de polen se encuentran formados entre los 16 dpra y 8 dpra en
todos los individuos y las paredes del saco polinico llegan a su maximo desarrollo a
los 8 dpra. Las células del endotecio son altas y alcanzan su maximo tamafio,
presentan espesamientos visibles de tipo fibroso, como rayos paralelos a las
paredes radiales de la célula (figura 7a). Las capas intermedias y el tapete se
desintegraron completamente. En la zona de unidn de los sacos polinicos las células
del endotecio no tienen espesamientos desarrollados, constituyendo el estomio
(figura 7b).

Los granos de polen maduros son bicelulares. Estan formados por la célula
vegetativa, con nucleo generalmente central y cuyo citoplasma ocupa la mayor
parte del grano, y la célula generativa, mas pequefia y con forma lenticular (figura
7c). Los granos de polen presentan diferentes formas: esféricos, ovalados o
triangulares (figuras 7c y 7d) y también amorfos. En los granos triangulares se
observan tres colporos. En los demds morfos no se identificd claramente la cantidad

de colporos.

3.1.3 Anomalias en el desarrollo de los granos de polen

En las anteras maduras, a partir de los 8 dpra, se observaron varios sacos
polinicos con desarrollos anormales de los granos de polen. Estos fueron

encontrados en la mayoria de los individuos, aunque con mayor frecuencia se
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observaron en los individuos de Psidium cattleyanum f. cattleyanum. En todos los
casos el endotecio mostré desarrollo normal con espesamientos fibrosos,
independientemente del comportamiento del contenido interno (figura 8 a, b, c).

Se registraron sacos polinicos que, en 8 dpra, mantenian las células madre de
microsporas. En el |6culo de estos sacos polinicos se observaron cmm cubiertas de
calosa y con el contenido celular retraido, rodeadas por restos de tapete (figura 8a).
También se registraron tétradas de esporas con paredes gruesas y contenido
retraido o totalmente vacia en su interior (figura 8b). Otra anomalia detectada
fueron los grupos de células con paredes gruesas, formando una aglomeracion en el
l6culo del saco polinico (figura 8c). También se encontraron granos de polen
deformes y/o vacios (figura 8c y 8e) o células madres rodeadas de un esporodermo

tipico de granos de polen (figura 8d).
3.1.3.1 Cuantificacidn de sacos polinicos con contenidos andmalos

En el estadio 16 dpra sélo se compararon el individuo IV1 con el 7. El
primero de ellos presenta una proporcion de sacos polinicos normales
significativamente mayor que el segundo (Tabla 2, A). En los estadios 8dpra-2dpra,
el individuo IV6 presentd la mayor proporcidon de sacos polinicos con desarrollo
normal, seguido por los individuos llI7 y IV3 (Tabla 2, B). Comparando la proporcion
de sacos con granos de polen andmalos, el individuo IV3 fue el que presentd mayor
proporciéon de sacos polinicos con granos de polen andmalos, seguido del individuo
[1I7. El material que presentd menor proporcion de sacos polinicos con granos de
polen anémalos fue IV6 (Tabla 2, B).

De los individuos de la estacién INIA, el individuo 61 mostré la mayor
proporciéon de granos de polen normales. No se encontrd efecto significativo del
individuo sobre la proporcion de sacos polinicos con granos de polen anémalos
(Tabla 2, C).

En la particién por sitio, el individuo IV6 continda presentando la mayor
proporcion de sacos polinicos con desarrollo normal y le sigue IV1. Los individuos

IV3 y IlI7 presentaron los valores medios mas bajos, no diferenciandose
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significativamente entre si (Tabla 2, D). En las medias de sacos polinicos con granos

de polen andémalo se observé un comportamiento similar a lo encontrado en la

particidon por sitio y por estadio, se agrega que IV1 no se diferencia de IlI7 (Tabla 2,

D).

Tabla 2. Comparacion proporciones de sacos con granos de polen normales y
sacos con granos de polen anémalos por Individuo.

Particién por sitio y por estadio

Particion por sitio

A) EEFAS 16dpra

Sacos con granos de polen normales

Individuo Media E.E.
V1 0,73 0,02 A
117 0,27 0,03 B

B) EEFAS 8-2 dpra
Sacos con granos de polen normales

Individuo Media E.E.

IVé6 0,79 0,02 A
17 0,55 0,03 B
IV3 0.44 0,02 C

Sacos con granos de polen anémalos

Individuo Media E.E.

IV3 0,46 0,02 A
17 0,34 0,03 B
IV6 0,20 0,02 C

C) INIA 8-2dpra

Sacos con granos de polen normales

Individuo  Media E.E.
61 0,78 0,02 A
24 0,65 0,02 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

D) EEFAS

Sacos con granos de polen normales

Individuo  Media

IVé6 0,79
V1 0,71
V3 0,44
117 0,41

E.E.

0,02 A
0,02 B
0,02 C
0,02 C

Sacos con granos de polen anémalos

Individuo  Media

E.E.

V3 0,46
Iv1 0,28
1117 0,28
IV6 0,20

0,02 A
0,02 B
0,02 B
0,02 C

26






Figura 4. Ontogenia del androceo de Psidium cattleyanum, tejido espordgeno
y formacién de las paredes del saco polinico. a) Corte trasversal de filamentos de
anteras, P. c. f. cattleyanum (IV1). b) Antera tetrasporangiada, P. c. f. lucidum (24).
c) Vista externa y corte de una antera joven con glandula apical, P. c. f. cattleyanum
(IV3). d) Glandula con células en procesos de lisis en antera con desarrollo
avanzado, P. c. f. cattleyanum (IV3). e) Corte transversal de un saco polinico joven
con capas parietales secundarias y tejido esporégeno, P. c. f. cattleyanum (IV1). f)
Corte de saco polinico con capas parietales en divisién, P. c. f. lucidum (24). (co,
tejido conectivo; cl, células lisadas; cpse, capa parietal secundaria externa; cpsi,
capa parietal secundaria interna; dcpse, division de la capa parietal secundaria
externa; dcpsi, division de la capa parietal secundaria interna; dr, drusas de oxalato
de calcio; ep, epidermis; gl, glandula apical; hv, haz vascular; spol, saco polinico; te,

tejido espordégeno).
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Figura 5. Ontogenia del androceo de Psidium cttleyanum, células madre de la
micréspora y paredes del saco polinico. a) Corte trasversal de saco polinico con
paredes en diferenciacion, P. c. f. lucidum (IlI5). b) paredes de saco polinico
diferenciadas, células madre rodeadas de calosa, P. c. f. lucidum (IV6). c) Saco
polinico con células madre de la micréspora con condensacién de cromosomas, P. c.
f. lucidum (II5). d) Saco polinico con células madre de la micréspora en profase
meidtica, P. c. f. lucidum (24). (cal, calosa; cmm, células madre de la micrdspora; cp,
capas medias; cr, cromosomas condensados; end, endotecio; ep, epidermis; pr,

células madre la micréspora en profase meidtica; tp, tapete).
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Figura 6. Ontogenia del androceo de Psidium cattleyanum, microsporogénesis y
micrésporas. a) Paredes del saco polinico en etapa de microsporogénesis, P. c. f.
lucidum (24). b) Tapete con paredes disueltas y presencia de orbiculas, P. c. f.
cattleyanum (IV1). c) Formacién de tétradas de nucleos previo a citocinesis, P. c. f.
cattleyanum (IV1). d) Tétradas de micrdosporas rodeadas de calosa, P. c. f.
cattleyanum (IV1). e) Micrésporas libres en el saco polinico, P. c. f. cattleyanum
(IV1). f) Micrésporas con pérdida de turgencia en el saco polinico, P. c. f. lucidum
(IV6). (cal, calosa; cp, capas medias; end, endotecio; ep,epidermis; micr,

micrdésporas; nu, nucleos resultante de la meiosis; orb, orbiculas; tp, tapete).
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Figura 7. Ontogenia del androceo de Psidium cattleyanum, fin del desarrollo

de la paredes del saco polinico y formacién de granos de polen. a) Detalle del
endotecio de tipo fibroso, P. c. f. cattleyanum (1V1). b) Teca con dos sacos polinicos
evidenciando estomio, P. c. f. cattleyanum (IV3). c) Granos de polen bicelulares, P. c.
f. cattleyanum (IV3). d) Morfologia de los granos de polen, P. c. f. cattleyanum (1117).
(end, endotecio; epc, epidermis colapsada; est, estomio; gpa, granos de polen
amorfos; gpo, granos de polen de forma ovalada; gpt, granos de polen triangulares;
ncg, nucleos de célula generativa; ncv, nucleos de célula veg vegetativa; ray, rayos

de espesamiento fibroso; rcp, restos de capas medias; rtp, restos de tapete).
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Figura 8. Ontogenia del androceo de Psidium cattleyanum, anomalias

encontradas en la formacidn de granos de polen a) Saco polinico de anteras
maduras con células madre de la micréspora rodeadas de calosa, P. c. f.
cattleyanum (IV3). b) Saco polinico de anteras maduras con tétradas irregulares de
aspecto colapsado, P. c. f. cattleyanum (IV1). c) Saco polinico, izquierdo, con
aglomeracion de células, saco, derecho, con granos de polen normales y amorfos, P.
c. f. cattleyanum (I117). d) Detalle de células madre rodeadas de esporodermo, P. c.
f. lucidum (24). e) Granos de polen deformes, P. c. f. cattleyanum (IV1). (agl,
aglomeracion de células de pared gruesa; cal, calosa; cmm, células madre de la
micréspora; end, endotecio; esp, esporodermo; grd, granos de polen deformes; grn,

granos de polen normales; trd, tétradas irregulares
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3.2 PATRONES ONTOGENETICOS EN EL GINECEO

El ovario es tetralocular, a veces pentalocular, en ambas formas de la especie.
La epidermis externa de los carpelos es uniseriada, con células rectangulares de
paredes delgadas y capa subepidérmica de células de igual aspecto, pero mas altas
en el plano de corte observado (figura 9a). La epidermis interna de los carpelos
presenta células cuadrangulares de similares caracteristicas. A medida que se
desarrolla la flor las células epidérmicas externas e internas se alargan y las células
subepidérmicas se tornan isodiamétricas, como el resto de las células
parenquimaticas (figura 9b).

En toda la superficie del ovario se encuentran glandulas subepidérmicas
globosas, con el interior hueco y tapizado por una capa continua de células. Estas
células son de forma ovada-alargada con una vacuola que ocupa gran parte de ellas;
las paredes y el citoplasma se observan tefiidos densamente con Safranina (figura
9a). También se encuentran con frecuencia células en procesos de lisis, con restos
de citoplasma en el interior de la glandula (figura 9b).

El parénquima del meséfilo de los carpelos posee células ovadas irregulares a
isodiamétricas, de 14-22 um de diametro, con una gran vacuola (figura 9a). Por la
base de la flor ingresan ocho haces vasculares que se ramifican en el meséfilo de los
carpelos. En todo el parénquima se encuentran drusas dispersas de oxalato de
calcio (figura 9a). Estas estructuras se hacen mas numerosas en los estadios de
desarrollo cercanos y posteriores a la antesis. En estos estadios también comienzan
a aparecer en el parénquima, grupos de esclereidas que se incrementan con el
cuajado del fruto (figuras 9c y 9d).

El estilo presenta una epidermis uniseriada y un parénquima de células
isodiamétricas, con caracteristicas anatémicas similares a las descriptas
anteriormente para el ovario (figura 9e). En el estilo también se encuentran las
glandulas subepidérmicas. En el centro del estilo se observan haces vasculares
alrededor de un tejido de trasmision. El tejido de trasmisién ocupa un cilindro

central continuo desde el estigma hasta el ovario, presenta células de paredes
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gruesas tefiidas de Fast green (figura 9e) y en algunos cortes se observa un canal
central, perceptible a distintas alturas segun la seccion observada (figura 9f). El
estigma posee células glandulosas de citoplasma denso, que se tifien intensamente
con safranina (figura 9f).

En la porcién apical del ovario se observa un compitum, canal que comunica
los carpelos entre si. Se localiza en la base del estilo, sobre la regién de unién de los
carpelos y se continla hasta los l6culos (figura 10a). EIl compitum esta tapizado
internamente por células epidérmicas aplanadas y el centro estd ocupado por
células de paredes gruesas y densamente tenidas de Fast green, similares a las
presentes en el tejido de trasmision del estilo (figura 10b). En la zona del compitum
mas cercana a los léculos de los carpelos, se observan verdaderos canales de
comunicacion, posiblemente formados por desintegracidon de las células centrales,
dada la evidencia de los restos citoplasmaticos en su interior (figura 10c).

La placentacion es axial y la placenta protruye en la cavidad del léculo
formando una estructura peltada (figura 10d). La epidermis de la placenta es
uniseriada con células cuadrangulares y las células parenquimaticas son
isodiamétricas (figura 10e). Las capas hipodérmicas presentan drusas de oxalato de
calcio, que se hacen mas numerosas en los estadios de desarrollo cercanos y
posteriores a la antesis (figura 10f). Los 6vulos se disponen en dos filas a cada lado

de la placenta en el |6culo (figuras 10e y 10d).

3.2.1 Formacion de los évulos y megasporogénesis

3.2.1.1 Desarrollo del megasporangio

Los 6vulos comienzan a desarrollarse entre los 55-41 dpra en Psidium
cattleyanum f. cattleyanum y los 41-36 dpra en P. c. f. lucidum. Inician su formacién
como pequenos apéndices de nucela, con unas pocas capas celulares de espesor, de
células poliédricas con citoplasma denso y nucleos grandes en relacién al tamafo
total de la célula (figura 11a). En la base de la nucela se comienzan a desarrollar los

tegumentos. Estos se manifiestan como pequefias prominencias basales, con
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divisiones mitdticas anticlinales y periclinales de la capa protodérmica del primordio
del 6vulo. ElI tegumento interno tiene un desarrollo mds avanzado que el
tegumento externo.

Los évulos son anatropos, bitégmicos y crasinucelados y alcanzan su
desarrollo entre los 27-19 dpra en Psidium cattleyanum f. cattleyanum y los 20-16
dpra P. c. f. lucidum (figura 11b). El tegumento externo y el interno presentan dos
capas de espesor cada uno. El tegumento externo puede presentar tres o cuatro
capas en el extremo micropilar formando un exostoma de mayor volumen. La
vascularizacién llega por el rafe hasta la chalaza y no se extiende hacia los
tegumentos (figura 11c). En esa regidon de la chalaza, las células poseen citoplasma
mas denso y se tinen intensamente con safranina (figura 11c). La micrépila se forma
con los dos tegumentos desfasados y adopta la forma en zigzag (figura 11b). En el
6vulo desarrollado, la nucela ha duplicado la cantidad de capas de espesor y las
células de la epidermis externa del tegumento externo incrementan su longitud
radial (figura 11b). Los dvulos contindan aumentando de tamafio hasta el desarrollo

completo del saco embrionario.
3.2.1.2 Megasporogénesis

La célula madre de megdsporas (CMM) se forma a partir de una Unica célula
esporogénica visible en las primeras etapas de desarrollo del évulo (figura 11a). La
CMM se observa entre los 36-30 dpra en todos los individuos analizados, en el
momento en que los tegumentos han sobrepasado la mitad de nucela (figura 11d).
Esta se situa en el centro de la nucela, tres o cuatro capas de células por debajo de
la epidermis nucelar. Inicialmente, la CMM es isodiamétrica a alargada, con nucleo
de 8 a 10 um de didmetro en ambas formas y nucléolo prominente; y se encuentra
a la misma profundidad que la célula esporogénica que la generd (tres o cuatro
capas por debajo) (figura 11d).

La CMM aumenta de tamano y comienza a alargarse, entre los 27 y 16 dpra en
Psidium cattleyanum f. cattleyanum y los 23 y 16 dpra en P. c. f. lucidum mientras

continua el desarrollo del évulo. El nucleo, en esta etapa, se posiciona en el polo
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micropilar de la célula (figura 11e). A medida que la CMM se alarga, ocurren
divisiones mitéticas de las capas superficiales de la nucela que posicionan a la CMM
a 5 o0 6 capas celulares de profundidad con respecto a la micrdpila (figura 11e).

Luego del alargamiento de la CMM no se observaron indicios de meiosis, ni
tétradas de megasporas en la mayoria de los dvulos analizados. Se encontraron
varios ovulos con una CMM alargada, algunas de éstas con condensacion del ADN
nuclear (figura 12a). En algunos dvulos se observaron dos células, formando una
diada (figura 12b). Solamente uno de los dvulos analizados presentd rastros de
otras células degradadas (figura 12c). En todos los casos el nucleo mantiene la
posiciéon micropilar.

Cuando el 6vulo alcanza su mayor desarrollo, 16pra en todos los individuos
analizados, se observa una célula ubicada en posicién chalazal dentro en su interior
y @ mas de 7 capas de células nucelares de profundidad (figura 11c). Estas células
nucelares forman una hilera ordenada por debajo de la micrépila. La célula de
posicién chalazal es alargada y su ntcleo mantiene el mismo diametro que la CMM,
con posicién micropilar o central en la célula. En algunos évulos analizados se
observa la condensacion del ADN nuclear, como preparacidon para la mitosis y

megagametogénesis (figura 12d).

3.2.2 Megagametogénesis:

3.2.2.1 Formacion de Saco embrionario

El saco embrionario comienza a formarse entre los 27-19 dpra en Psidium
cattleyanum f. cattleyanum y los 23-16 dpra en P. c. f. lucidum. La célula tipo
megdspora ubicada en la zona chalazal inicialmente se agranda y aplasta a las
células circundantes (figura 13a). Posteriormente se observa una gran vacuola que
desplaza el nucleo hacia un costado, y se observan divisiones mitéticas sucesivas
(figuras 13b, 13c, 13d) que distribuyen a los nucleos resultantes en dos grupos
ubicados en los polos micropilar y chalazal (figuras 13e, 13f). La regién circundante

al saco embrionario en formaciéon presenta células aplastadas y con signos de
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degradacion (figura 13f). El desarrollo de los sacos embrionarios no es sincrénico en
todos los évulos de una misma flor.

El saco embrionario es de tipo Polygonum con 8 nucleos y 7 células (figura
14a). Este consta de tres antipodas, dos nucleos polares y un aparato oosférico con
dos sinérgidas y una odsfera. Las antipodas persisten hasta los primeros estadios
postantesis. Los nucleos polares se distinguen por su gran tamafio y el nucléolo
prominente (figura 14b). Algunos sacos embrionarios analizados mostraron 3
nucleos polares en la célula media (figura 14c). En las sinérgidas se distingue el
aparato filar en el extremo micropilar de las células por su intensa coloracion con
Fast-Green (figura 14d). La odsfera presenta una vacuola que desplaza al citoplasma
y al nucleo hacia la célula media (figura 14e). En muchos 6vulos no fue posible
distinguir el aparato oosférico por presentarse colapsado y densamente teiiido con

safranina (figura 14f)

3.2.3 Fecundacion y etapas iniciales de la formacion de semilla

Luego de la antesis (2dpta) los dvulos comienzan a mostrar signos de
desarrollo de semillas. Aumentan su tamafio general y el tegumento externo
muestra mayor desarrollo de las células epidérmicas externas (figura 15a). A los 7-
10 dpta se observa una semilla inmadura, con gran desarrollo del tegumento
externo y con mayor numero de capas celulares (figura 15b). El tegumento internoy
nucela no aumentan el nimero de capas de espesor y paulatinamente van
adelgazadndose. Las semillas sin desarrollar mantienen su estructura debido a la
consistencia proporcionada por el tegumento externo, mientras que el tegumento
interno y la nucela colapsan (figura 15c).

Las antipodas persisten en estadios postantesis (hasta 2 dpta) en algunos de
los 6vulos. Los nucleos polares migran y se posicionan junto al aparato oosférico. En
algunos casos estan fusionados y presentan nucléolos de distinto tamafo (figura
15d). El aparato oosférico aparece intacto en algunos dvulos y totalmente

degradado en otros.
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3.2.3.1 Endosperma y Cigoto

En semillas inmaduras de 7 a 10 dpta, el endosperma ya comenzé su
desarrollo con divisiones nucleares libres, que dan como resultado una masa de
nucleos grandes, multinucleolados (figuras 16a y 16b). En el extremo micropilar de
la semilla se encuentra una célula isodiamétrica con una gran vacuola y de nucleo
prominente. Esta célula similar en morfologia a la odsfera, pero de hasta dos veces
su tamano, corresponderia al cigoto si ocurrié fecundacién (figura 16¢). En algunas
de estas células se observan dos nucléolos de tamafo similiar o diferente (figura

16d).
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Figura 9. Anatomia del gineceo de Psidium cattleyanum, paredes del ovario,

estilo y estigma. a) Corte de pared del ovario de un botén floral joven, P. c. f.
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cattleyanum (IV3). b) Corte de pared del ovario de un botdn preantesis, P. c. f.
lucidum (24). c) Corte transversal de pared del ovario en una flor en antesis, P. c. f.
lucidum (IV6). d) Corte transversal de pared del ovario en un fruto cuajando, P. c. f.
lucidum (1115). e) Corte transversal de estilo de un botdn floral preantesis, P. c. f.
cattleyanum (1V3). f) Corte longitudinal estilo y estigma de un botdn floral joven, P.
c. f. cattleyanum (IV3). (C, canal del estilo; cgl, células glandulosas; dr, drusas de
oxalato de calcio; ep, epidermis; esc, esclereidas; gl, glandula subepidérmica; hv,
haz vascular; pa, parénquima; psub, parénquima subepidérmico; tt, tejido de

trasmision)
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Figura 10. Anatomia del gineceo de Psidium cattleyanum, compitum y

placentacién. a) Corte transversal de porcidon apical de ovario en la zona del
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compitum, P. c. f. lucidum (IV6). b) Detalle del canal del compitum con células de
pared gruesa, P. c. f. cattleyanum (IV3). c) Detalle del canal del compitum sin relleno
de células, P. c. f. lucidum (IV6). d) Corte transversal de porcidn apical de ovario con
vista general de la placenta, P. c. f. lucidum (IV6). e) Detalle la anatomia de la
placenta de un botén floral joven, P. c. f. lucidum (24). f) Detalle la anatomia de la
placenta de un botdn floral avanzado, P. c. f. cattleyanum (IV1). (comp, canal del
compitum; cc, células del compitum; dr, drusas de oxalato de calcio; ep,epidermis;

hv, haz vascular; ov, évulos; pa, parénquima; pl, placenta).
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Figura 11. Ontogenia del gineceo de Psidium cattleyanum, desarrollo de los
megasporangios a) Ovulo muy joven, tegumentos incipientes, P. c. f. lucidum (IV6).
b) Ovulo desarrollado completamente, detalle de todas las partes, P. c. f. lucidum
(24). c) Ovulo desarrollado, detalle de haz vascular, chalaza e hilera de células de la
nucela (flecha blanca), P. c. f. cattleyanum (1117). d) Ovulo joven con célula madre de
la megdspora alargada, P. c. f. lucidum (24). e) Nucela con célula madre de la
megaspora, P. c. f. lucidum (24). (CMM, célula madre de la megéspora; cesp, célula
esporogénica; hv, haz vascular; mic, micrépila; nuc, nucela; te, tegumento externo;

ti, tegumento interno)
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Figura 12. Ontogenia del gineceo de Psidium cattleyanum, célula tipo megdspora. a)
Detalle de célula madre de la megaspora alargada con condensacién de ADN, P. c. f.
cattleyanum (IV1). b) Diada de células, P. c. f. cattleyanum (IV1). c) Célula con
nucleo en posicién micropilar y células desintegrandose separadas por pared, P. c. f.
cattleyanum (IV1). d) Célula tipo megaspora con condensacion del ADN, P. c. f.

lucidum (24). (cn, condensacién del ADN del nucleo; di, diada de células; rc, restos

células).
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Figura 13. Ontogenia del gineceo de Psidium cattleyanum, formaciéon del saco

embrionario. a) Célula de tipo megaspora agrandada, P. c. f. lucidum (24). b)
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Vacuolizacién de la célula de tipo megaspora, P. c. f. lucidum (24). c) Inicio de las
mitosis, dos nucleolos, P. c. f. lucidum (24). d) Anafase de una mitosis, P. c. f.
cattleyanum (1l17). e) Par de células del polo chalazal, P. c. f. lucidum (24). f) Par de
células del polo micropilar, P. c. f. lucidum (24). (ap, células aplastadas; cr,
cromosomas agrupados; nuc, nucleolos; pch, polo chalazal del évulo; pmic, polo

micropilar; vac, vacuola).
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Figura 14. Ontogenia del gineceo de Psidium cattleyanum, saco embrionario

tipo Polygonum. a) Vista general del saco embrionario de tipo Polygonum, P. c. f.
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lucidum (IV6). b) Detalle de los nucleos polares, P. c. f. cattleyanum (ll17). c) Saco
embrionario con tres nucleos polares, P. c. f. lucidum (IV6). d) Detalle de las
sinérgidas, P. c. f. lucidum (llI5). e) Detalle de la odsfera, P. c. f. lucidum (llI5). f)
Detalle de aparato odsférico colapsado, P. c. f. lucidum (IV6). (ant, antipodas; apos,
aparato oosférico; fi, aparato filar; sin, sinérgida; np, nucleos polares; oo, odsfera;

vac, vacuola).
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Figura 15. Ontogenia del gineceo de Psidium cattleyanum, semilla inmadura y
fecundacion. a) Detalle de ambos tegumentos de un dvulo post antesis, P. c. f.
cattleyanum (IV3). b) Desarrollo de las paredes del évulo en una semilla inmadura,
P. c. f. lucidum (IV6). c) Semilla abortada, P. c. f. cattleyanum (IV1). d) Detalle de
saco embrionario con nucleos polares fusionados, P. c. f. lucidum (llI5). (ep,
epidermis; npf, nucleos polares fusionados; nu, nucela; te, tegumento externo; oo,

oosfera; ti, tegumento interno).
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Figura 16. Ontogenia del gineceo de Psidium cattleyanum, Endosperma y
cigoto u odsfera en semilla inmadura. a) Endosperma nuclear, P. c. f. lucidum (l115).
b) Detalle de nucleos multinucleolados del endosperma, P. c. f. lucidum (llI5). c)
Odsfera, P. c. f. lucidum (IV6). d) Odsfera con dos nucleolos, P. c. f. lucidum (IV6). (*,

nucleolos; en, endosperma; nu, nucleo; oo, oésfera).
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4. DISCUSION

En este trabajo se describe por primera vez la ontogenia de los drganos
reproductivos, microgametofito y megagametofito en la especie Psidium
cattleyanum vy especificamente para materiales seleccionados de P. c. f.
cattleyanum y P. c. f. lucidum incluidos en el Programa de Seleccion de Frutos
Nativos.

La similitud hallada en los caracteres ontogenéticos no permite realizar una
diferenciacién taxondmica a nivel infraespecifico utilizando esta informacién. Los
caracteres ontogenéticos suelen ser evolutivamente mas conservados por el
desarrollo interno que presentan en los o6rganos florales, en un medio con
condiciones mas constantes, en contraposicion a los caracteres morfoldgicos
externos que estdn afectados por adaptaciones a las variaciones ambientales. Los
patrones encontrados en ambas entidades infraespecificas son muy similares a los
descriptos para el género (Corner, 1976) y para la familia y la subfamilia (Davis
1966, Tobe y Raven 1983, Nic Lughadha y Proenca 1996). Esto reafirma lo sostenido
por algunos autores de que esta familia y particularmente la subfamilia se
caracterizan por su gran homogeneidad en los caracteres ontogenéticos (Mauritzon

1939, citado por Nic Lughadha y Proenca, 1996, McVaugh 1968, Schmid 1980).
4.1 CARACTERES ONTOGENETICOS DEL ANDROCEO

El desarrollo normal de las anteras descripto en este estudio para Psidium
cattleyanum comparte muchas de sus caracteristicas con los taxa jerarquicos
superiores. Las anteras tetrasporangiadas y la desintegracién de la epidermis en la
madurez son caracteristicos de la familia Myrtaceae (Davis, 1966). El desarrollo de
la pared de los microsporangios encontrado en Psidium cattleyanum, en que se
forman dos capas distintas a partir de cada una de las capas parietales secundarias,
fue clasificado por Davis (1966) como desarrollo de tipo basico y es el descrito para

Myrtaceae (Tobe y Raven 1983).
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Las caracteristicas halladas en el desarrollo de las capas constitutivas de las
anteras y de los granos de polen en los materiales de Psidium cattleyanum se
resumen en la Tabla 3 y se comparan con las encontradas por otros autores para la

especie, el género, la subfamilia y la familia.

4.1.1 Paredes de las anteras

P. cattleyanum presenta endotecio con engrosamientos de tipo fibroso, capas
medias efimeras y tapete secretor binucleado. Estos son caracteres compartidos
con la mayoria de las familias del orden Myrtales (Davis 1966, Tobe y Raven 1983).
Por otra parte la presencia del estomio en la zona de unién de los sacos polinicos
caracteriza la dehiscencia longitudinal de las anteras (Lestern, 2004) descripta para

la subfamilia por Nic Lughadha y Proenca (1996).

4.1.2 Tapete y orbiculas

El tapete secretor o también denominado glandular, permanece in situ
durante la maduraciéon del saco polinco y funciona como un capa celular que
secreta nutrientes al interior del saco polinico (Maheshwari, 1950). Una vez
formadas las micrésporas las células del tapete se separan y comienzan el proceso
de degeneracion (Maheshwari, 1950). En este trabajo se observaron los
corpusculos de Ubisch en las paredes celulares del tapete cuando comienza la
separacion de sus células. Estos corpusculos se asociaron inicialmente a los tapetes
secretores (Huysmans et al., 1998), sin embargo se han hallado en tapetes de tipo
plamodial (Gotelli et al., 2008).

La presencia de orbiculas (cuerpos de Ubisch), detectada en este estudio para
Psidium cattleyanum, es un reporte novedoso para el grupo, ya que en Myrtaceae
sélo ha sido reportado para Eucalyptus melliodora A.Cunn. ex R. T.Baker y H.G.Sm
(Huysmans et al., 1998), especie filogenéticamente distanciada dentro de la familia.
Las orbiculas se originan en el tapete a partir del reticulo endoplasmico y los
ribosomas (Echlin y Godwin 1969, Christensen et al. 1972, Risuefio et al. 1969),

como vesiculas lipidicas (proorbiculas) en las que se deposita una pared de
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esporopolenina en simultaneo a la formacién de las paredes de los granos de polen
(Christensen et al., 1972).

Las orbiculas estdn presentes en especies de todos los taxa de Angiospermasy
también en Gimnospermas, Monilofitas y Briofitas (Huysmans et al., 1998). Su
funcién no ha sido determinada hasta el momento (Verstraete et al., 2014). Si bien
se han formulado diversas hipétesis al respecto, como funciéon de transporte de
esporopolenina del tapete a las micrdsporas (Maheshwari, 1950), que no tienen
funcidn definida y son un vestigio del tapete (Christensen et al. 1972); entre otras
hipdtesis. Estudios de Galati et al. (2010) hallaron coincidencia entre el tipo de
polinizacién y el tipo de orbicula en especies de distintas familias, y corroboran la
hipotesis de Heslop-Harrison (1968) de que estan involucrados en la liberacion del

polen.

4.1.3 Desarrollo de las microsporas

La pared de calosa que rodea a las cmm en los sacos polinicos con meiosis
normales persistié durante toda la meiosis hasta que estuvieron formadas las
esporas. Esto asegura la sincronizacién de los eventos de la meiosis dentro de los
sacos polinicos, mediante la conexidén por canales citoplasmaticos (plasmodesmos)
de las células del loculo (Heslop-Harrison, 1968). Esta sincronizaciéon de eventos,
entre células de cada léculo, no se observd entre sacos polinicos de una misma
antera ni entre anteras de una misma flor. Esto también fue reportado para
Melastomataceae en especies del género Miconia (Caetano, 2010). Sin embargo, no
es un hecho comunmente mencionado en la literatura y no se hallaron hasta el
momento posibles interpretaciones a este fenémeno.

La citocinesis simultdnea en la microsporogénesis es caracteristica de la
familia (Tobe y Raven 1983) y del 95% de las Eudicotileddneas (Davis, 1966). A nivel
anatémico se observd que la microspogénesis es normal en la mayoria de las
anteras de todos los individuos analizados. Con esto se constata que es posible la
formacion normal de tétradas en los individuos con ploidias impares de esta

especie.
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Las microsporas una vez liberadas poseen una pared celular notoria, esta es la
primexina y sobre la que paulatinamente se depositan los demas componentes de
la pared del grano de polen (Heslop-Harrison, 1968). En esta etapa las células estan
creciendo y son permeables al medio y a los cambios de volumen (Heslop-Harrison,
1968). Esto podria explicar que muchas de las microsporas jovenes se observen
retraidas, sin turgencia, por efectos de la deshidratacién en el proceso de

infiltracion.

4.1.4 Granos de polen

Los granos de polen de desarrollo normal se liberan en médnadas en los
materiales estudiados. No obstante Patel et al. (1984) reportan liberacién de polen
en moénadas y tétradas para la especie. Las tétradas que se observaron en este
estudio son las caracterizadas como andmalas dado su falta de contenido
citoplasmatico. Estas pudieron ser observadas y clasificadas como normales por
Patel et al. (1984) dado que la observacion fue sobre micrografias de microscopio
electrénico de barrido (SEM) con material acetolizado, y por ende carente de
contenido interno.

Las formas de polen descripto como ovalado y triangular en este estudio
coinciden con los que describen Erdtman (1966) y Patel et al. (1984) como la vista
lateral del polen oblado-eliptica y la vista polar triangular en un grano sincolpado
oblado, triaperturado, radiasimétrico (Erdtman, 1966). Los granos esféricos y los
deformes encontrados en este estudio también fueron observados por Rasseira y
Rasseira (1995) en Psidium cattleyanum. Estos autores aseguran que si bien la
especie puede presentar varias formas de granos, los granos de polen deformes son

probablemente inviables.
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4.2 ANOMALIAS VS VIABILIDAD DE POLEN

En las anteras maduras se observaron sacos polinicos conteniendo tétradas
irregulares, granos de polen deformes y otras anomalias que se encontraron en
menor medida. Estas fallas en el desarrollo normal del polen pueden ser la
explicacion de los bajos valores de viabilidad encontrados en los individuos
analizados.

Existen diversas causas que pueden afectar la viabilidad del polen y podrian
explicar las variaciones en la viabilidad de polen entre individuos, asi como entre
formas, en un determinado ano o a lo largo del tiempo. Estas pueden ser intrinsecas
del individuo, como variabilidad genética infraespecifica, condiciones durante la
microsporogénesis, numero de nucleos, metabolismo del polen, edad; o
ambientales, como efectos de la estacidn, suplemento de nitréogeno, humedad,
temperatura, tiempo de antesis (Dafni y Firmage, 1999).

Psidium cattleyanum es poliploide y en especies poliploides es frecuente que
ocurran desbalances cromosdmicos en la meiosis que provoquen fallas que
determinan la esterilidad y por ende la baja viabilidad del polen (Goldenberg y
Shepherd 1998, Risso-Pascotto et al. 2006). Esto fue reportado en Miconia albicans
(Sw) (Melastomataceae) (Caetano et al., 2013) y Paspalum notatum Fliiggé
(Poaceae) (Podio et al. 2012). Pagliarini (2000) observé que la segregacion irregular
de cromosomas se correlaciona con problemas en la viabilidad de polen en todas las
especies que la presentan.

Adicionalmente, los nuUmeros cromosdémicos impares presentan
frecuentemente dificultad en la distribucién equitativa de los cromosomas (Guerra
1998, Costa 2009). En plantas triploides y pentaploides la segregacién al azar de
cromosomas produce gametos aneuploides (no tienen el nimero bdsico de la
especie) que varian en viabilidad (Comai, 2005). Estudios de Singhal et al. (1985) en
P. cattleyanum heptaploides reportan alta anormalidad de microsporocitos con

esterilidad del polen de 80%.
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Los individuos 1117 y IV3 de Psidium cattleyanum f. cattleyanum con viabilidad
de polen nula son heptaploides (7x) segun lo analizado por Vazquez et al. (2014).
Estos materiales son los que presentaron los porcentajes mas bajos de sacos
polinicos con granos de polen normales en el andlisis cuantitativo. El individuo IV1
también es heptaploide (Vazquez et al., 2014), su viabilidad de polen no es nulay en
el anadlisis cuantitativo presentd proporcion de sacos polinicos normales
significativamente mayores que los dos anteriores.

Los individuos de Psidium cattleyanum f. lucidum provenientes de la EEFAS
(IV6 y 1115) son octoploides (8x) de acuerdo a los datos de Vazquez et al. (2014) y
poseen los valores mas altos de viabilidad de polen. De estos materiales, el
individuo IV6 fue el que presentd la mayor proporcion de sacos polinicos normales
entre todos los individuos cultivados en la EEFAS, aunque al individuo IlI5 no fue
posible cuantificarlo. Los individuos de P. c. f. lucidum del INIA (24 y 61) presentaron
valores de viabilidad de polen altos y porcentajes de sacos polinicos normales altos.
El individuo 61 con el valor mas alto de viabilidad de polen, presentd la mayor
proporciéon de sacos polinicos normales. Para estos individuos no se ha determinado
aun el nivel de ploidia, un elemento que sera de utilidad para reforzar la hipdtesis
de este factor como causa de los desbalances.

El valor de ploidia elevado y los valores impares, por lo tanto, pueden ser un
factor explicativo de las fallas en el desarrollo de los granos de polen. En los
individuos con ploidias pares se encuentra menor frecuencia de anomalias y valores
de viabilidad de polen mas altos. Sin embargo dentro de las ploidias impares
(heptaploides) hay diferencias significativas. Se ha visto que la viabilidad de los
gametos aneuploides depende de las especies; y en el caso de las especies
triploides que presentan variacion en la fertilidad se desconocen los mecanismos de
tolerancia a la aneuploidia (Comai, 2005). Estudios del comportamiento de los
cromosomas en la meiosis arrojarian luz a estos resultados.

Independientemente de cuales sean las causas (las fallas en el desarrollo o Ia

suma de varios efectos) la baja cantidad de polen viable registrada, en todos los
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individuos analizados y en los antecedentes de la especie, reduce la capacidad de
polinizacién de un individuo y por lo tanto su éxito reproductivo ante la necesidad
de fecundacidn. Esta es una caracteristica importante a tener en cuenta en planes
de manejo de la especie o actividades experimentales, que pueden llevar a
interpretaciones erréneas acerca de su sistema reproductivo. Al mismo tiempo
potencia la exploracidon de los procesos de apomixis citados para la especie por
Manshardt y Aradhyta (1990) citado por Ellshoff et al. (1995), y del que se obtienen

mas evidencias en este trabajo.
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4.3 CARACTERES ONTOGENETICOS DEL GINECEO

Los caracteres del gineceo de las Myrtaceae son de gran utilidad taxondmica y
sistemdtica y se han incluido en diversos trabajos filogenéticos (Tobe y Raven 1983,
Landum 1986, Tobe y Raven 1987, Landrum y Kawasaky 1997, Bohte y Drinnan
2005, Lucas et al. 2007, Pimentel et al. 2014). En este trabajo se realizé una
descripcién detallada del gineceo y la primera descripcidn de la ontogenia de los
ovulos y el megagametofito de individuos seleccionados de Psidium cattleyanum.

Las caracteristicas generales descriptas para ambas formas de la especie se
resumen en la Tabla 4, junto a las encontradas por otros autores para la especie, el

género y la subfamilia.

4.3.1 Caracteristicas morfoldgicas del gineceo

En el estilo se observé un canal central longitudinalmente dispuesto y un
tejido de trasmisidn compacto. El canal estilar en Myrtaceae sdlo ha sido registrado
en especies de Eucalyptus y Angophora Cav. (Boland y Sedgley, 1986) y en Kunzea
ericoides (Page et al., 2010). No obstante, en las descripciones morfoldgicas de
otras especies de Myrtaceae no se reporta el tipo de estilo, posiblemente porque se
desconoce esta caracteristica debido los escasos estudios anatdmicos en la familia.
En el tejido de trasmision las células aparentan tener paredes muy gruesas. Segun
van Went y Willemse (1984) estos espesamientos también pueden estar
constituidos por sustancia intercelular que llega a ser muy conspicua en algunas
especies. Para determinar exactamente la conformacién del tejido de trasmision es
necesario un estudio de ultraestructura celular.

Las células papilosas observadas en el estigma tambien se reportaron para
Eugenia y se describen como caracteristicas de Myrtaceae (van Wyk y Lowrey 1988,
Silva y Pinheiro 2007). En varias especies de Myrtoidea, incluida una especie de
Psidium, el estilo se clasifica como seco (Proenca y Gibbs, 1994) y también en la

mayoria de las especies de Myrtaceae (Wilson, 2011).
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En el mesdfilo de los carpelos se observaron drusas y esclereidas dispersas
entre las células parénquimaticas. Tanto drusas como arenilla cristalina también
fueron descriptas para Psidium por Narayanaswami y Roy (1960). Estos cristales son
comunes en los tejidos parenquimaticos y funcionan como lugares de deposicion
del exceso de calcio en las plantas (Volk et al. 2002, Monje y Baran 2002). Las
esclereidas fueron anteriormente observadas en P. cattleyanum y también en
Syzygium jambos, S. malaccense (L.) Merr. y L.M.Perry, Rhodomyrtus tomentosa
(Aiton) Hassk., y P. guineense Sw. (Pimentel et al., 2014) y en Eucalyptus L'Hér.
(Burrows, 2000). En las especies de la tribu Myrteae de frutos carnosos, P.
cattleyanum vy Rhodomyrtus tomentosa, las esclereidas otorgan rigidez vy
consistencia, protegen al gineceo y al fruto joven asegurando una dispersion

eficiente de sus semillas (Pimentel et al., 2014).

4.3.2 Compitum vy placentacion

En todos los individuos analizados se registé un compitum. Esta es una regién
comuUnmente presente en gineceos sincarpicos (como canal, hendidura, poro, tubo
etc) que conecta a los léculos (Carr y Carr, 1961 citado por Schmid 1980). Por su
ubicacién se clasificaria como un compitum intra-gineceo (Endress, 2011a), que
junto a la sincarpia es una innovacién clave en la evolucién en las Angiospermas
(Endress, 2011a). Esto respresenta una ventaja ya que permite la distribucion
regular de los tubos polinicos hacia los carpelos y o6vulos (Endress, 1982) e
incrementa la probabilidad de fertilizacion efectiva si la poliniacidén es limitada (Carr
y Carr 1961, citado por Schmid, 1980). La presencia de un compitum es muy comun
y conspicua en la familia Myrtaceae (Schmid 1980, Nic Lughadha y Proenca 1996).

Las células del canal del compitum son morfolédgicamente semejantes a las
células descriptas para del tejido de trasmision del estilo. A diferencia del tejido de
trasmisidn, las células van perdiendo su citoplasma, hasta dejar sdélo la estructura de
la pared en el canal. Es probable que sea el ultimo tramo de este tejido y actuen

como éste en la direccidén y nutricién del tubo polinico (van Went y Willemse, 1984).
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Estudios recientes de Pimentel et al. (2014) indican dos origenes de la
placenta en las Myrteae: placentacién caulinar, los évulos se desarrollan a partir de
un eje central caulinar, y placentacidén carpelar, los évulos se desarrollan a partir de
la zona de unién de los carpelos. En nuestros resultados no se observé un eje
central, sino la continuacidn de las hojas carpelares, mdas notorio en la region del
compitum, coincidiendo con lo descripto como placentacién carpelar para Psidium
cattleyanum por Pimentel et al. (2014).

La placentacién axial y la placenta proyectada hacia el centro del Iéculo
también fue descripta para la especie (Rasseira, 2004) y el género (Narayanaswami
y Roy, 1960). Segun Pimentel et al. (2014) lo que se interpreta como placenta
proyectada hacia los loculos son, en realidad, los margenes de los carpelos. La
similitud anatdémica encontrada en este trabajo entre los carpelos y la regidn

entendida como placenta, apoya la interpretacién de estos autores.

4.3.3 Caracteristicas del megasporangio

Los 6vulos anatropos, crasinucelados y bitegumentados observados en este
trabajo coinciden con los patrones tipicos descriptos por otros autores como
predominantes en la familia, la tribu y el género (Pimentel et al. 2014, Davis 1966,
Narayanaswami y Roy 1960, Tobe y Raven 1983). Las caracteristicas ontogenéticas
descriptas en este estudio junto a lo encontrado por otros autores, para la especie,
el género, la subfamilia y la familia, se resumen en la Tabla 4.

La micrdpila en zig-zag observada en Psidium cattleyanum no es una
caracteristica diagndstica de la familia, pero si fue observada anteriormente en el
género Psidium (Narayanaswami y Roy, 1960). Esta es considerada una
caracteristica derivada dentro de Angiospermas, aunque su ocurrencia se relaciona
mayormente con évulos campildtropos (Endress, 2011b).

En la regidn chalazal de los dvulos, la zona de células diferenciadas observadas
en este trabajo coincide con lo descripto como hipostasis en etapas avanzadas del
desarrollo de los dvulos en la especie Psidium guajava (Narayanaswami y Roy,

1960). La hipostasis es un tejido especilizado situado a nivel del origen de los
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tegumentos y el saco embrionario. Funcionalmente se interpreta como un tejido
glandular exiguo con varias funciones propuestas: control hormonal del crecimiento
del saco embrionario, comunicacién de la vascularizacidn y trasporte de nutrientes
al saco embrionario, regulacion del trasporte de agua, barrera para el crecimiento
del saco embrionario (Boesewinkel y Bouman, 1984). Cualquiera de estas funciones

deberan ser corroboradas en estudios futuros.

4.3.4 Desarrollo del megagametofito

La célula madre de la megdspora se origina directamente de una célula
arquesporica ubicada en la tercera o cuarta capa nucelar, esto fue descripto
también para Psidium guajava (Narayanaswami y Roy, 1960). En Myrtaceae se
describe como originada de una célula arquespédrica hipodérmica, sin especificar la
profundidad de ésta (Davis, 1966).

La meiosis para la formacién de megaspora no fue observada en los individuos
analizados; en algunos pocos évulos se encontraron diadas y sélo en uno se observé
una aparente evidencia de tétradas. En la formacion de megasporas de Psidium
guajava la primera divisién meidtica da una diada y la célula micropilar degenera o
completa la segunda division meidtica junto a la chalazal; al final de la meiosis
puede observarse una hilera de tres o cuatro células, de las cuales la chalazal es la
funcional (Narayanaswami y Roy, 1960). Las diadas que se observaron en los
materiales analizados de Psidium cattleyanum en este trabajo podrian ser un paso
intermedio de megasporogénesis completa. Del mismo modo, en el évulo que
encontramos restos de otras células degradadas, como evidencia de formacién de
tétradas, podria haber ocurrido meiosis completa.

La posicion del nucleo de la célula madre de la megdspora alargada es
micropilar y mantiene esa posicion en la célula que actia de megdspora.
Normalmente, en las megdasporas de origen meidtico, que originaran sacos
embrionarios de tipo Polygonum, el nucleo de la célula se ubica en el extremo
chalazal hacia el centro celular (van Went y Willemse, 1984). La posicion micropilar

del nucleo representa un indicio de que la célula madre de la megaspora actua
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directamente como megaspora no reducida. Asimismo no se observd en ningun
dvulo la presencia de calosa asociada a la célula madre de la megdspora. De todos
modos la calosa es muy dificil de ver con microscopia dptica en évulos, por lo que a
futuro seria necesario realizar observaciones con microspcopia de fluorescencia
para evidenciar si existe preparacion para la meiosis en la megasporogénesis
(Koltunow 1993, Naumova 2008).

Una célula con caracteristicas citoldgicas tipicas de megaspora fue observada
en los dvulos en los estadios posteriores. Dada la ausencia de evidencia de meiosis,
se establece la diplosporia como posible via apomictica de formacién del saco
embrionario.

La diplosporia, formacién se sacos embrionarios no reducidos a partir de la
célula generativa, puede generarse de dos maneras (Nogler, 1984). En una
diplosporia de tipo Taraxacum la célula madre de la megaspora comienza la meiosis
y luego de la primera division se detiene y se restituyen las ploidias de los nucleos;
como resultado se observa una diada de células de las cuales una actua como
megaspora y la otra degenera (Juel 1906, Osawa 1913, citados por Nogler, 1984). En
una diplosporia de tipo Antennaria (Juel 1900, citado por Nogler, 1984) la célula
madre de la megdspora funciona directamente como megdspora, siendo este el tipo
mas comun de diplosporia (Koltunow, 1993). Este ultimo podria ser el tipo que
ocurre en Psidium cattleyanum, dado la poca frecuencia de diadas encontradas y
gue posiblemente sean de meiosis completas no captadas en los materiales
analizados, como ya se ha mencionado. Para confirmar cudl es la que ocurre serian
necesarios estudios citogenéticos de esta etapa que admitan seguir las divisiones
observando los cromosomas, complementados con analisis moleculares que
permitan revelar si ocurre o no recombinacién mediante el andlisis de la identidad

de las células o embriones resultantes.
4.3.4.1 Saco embrionario

El saco embrionario encontrado en los materiales estudiados de Psidium

cattleyanum es de tipo Polygonum y los patrones de formacién y desarrollo son los
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tipicos descriptos para la familia (Tobe y Raven, 1983) (Tabla 4). En especies
apomicticas, el patrén de desarrollo es igual al de los sacos embrionarios reducidos,
y en algunos casos no se han encontrado diferencias morfoldgicas entre sacos
embrionarios reducidos y sacos embrionarios apomicticos (Koltunow 1993, van
Baarlen et al. 2002).

El desarrollo de sacos embrionarios mostrd asincronia entre los évulos de una
misma flor. Esto también fue observado en Taraxacum en sacos embrionarios
apomicticos (van Baarlen et al., 2002). Por lo que esta caracteristica puede
representar otro indicio del origen apomictico del saco embrionario.

Las células constituyentes del saco embrionario: sinérgidas, odsfera, célula
media y antipodas presentan la forma tipica de un saco embrionario reducido de
tipo Polygonum (Maheshwari, 1950); y segin lo observado en los individuos
analizados de Psidium cattleyanum, cumplen el mismo rol. Esta similitud estructural
y funcional parece ser un patrén comun en sacos embrionarios diplospdricos
(Koltunow, 1993).

Se registraron sacos embrionarios con tres nucleos polares en algunos évulos.
Esto también fue reportado en Psidium guajava y descripto como anomalias en el
desarrollo (Narayanaswami y Roy, 1960). Sin embargo la recurrencia de esta
caracteristica en los individuos estudiados es llamativa. En algunas especies se han
observado nucleos polares en nimero diferente del esperado (mas de dos) en sacos
embrionarios diplosporicos (Nogler, 1984). Esta caracteristica ha sido confirmada
para algunas especies apomicticas gametofiticas (Murbeck 1902, Fagerlind 1944,
Rutishauser 1954a, Hair 1956, Izmailow 1967, citados por Nogler, 1984).

Las antipodas en Myrtaceae se describen como ausentes o efimeras (Davis
1966, Tobe y Raven 1983). En las observaciones de los individuos de Psidium
cattleyanum las antipodas persisten hasta la antesis, como ocurre en Psidium
guajava (Narayanaswami y Roy, 1960) e incluso pueden persistir hasta 48 horas
después de la antesis. Segin van Went y Willemse (1984) estas células podrian

cumplir una de las siguientes tres funciones: actuar de células de transferencia
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entre la nucela y las células centrales, almacenar nutrientes para el desarrollo del
endosperma y el embrién (su degeneracién luego de la fertilizacién sirve como
suplemento adicional de nutrientes) o producir y secretar sustancias que controlen
el crecimiento y regulen el desarrollo del endosperma. Seria necesario ampliar el
procesamiento de muestras en esta etapa del desarrollo para establecer hasta qué
momento exacto permanecen las células antipodales y relacionarlas con algunas de
las funciones descriptas.

En varios o6vulos se observaron sacos embrionarios total o parcialmente
colapsados. Estos podrian ser resultados de divisiones reduccionales fallidas y
formacion de aneuploides, como lo observado de especies triploides de Taraxacum,
cuyas megasporogénesis resultan en sacos embrionarios no viables (van Baarlen et
al., 2002). Sin embargo también los sacos embrionarios diplospéricos, pueden
presentan modificaciones en la forma o poca diferenciacién de células o ausencia
de sinérgidas (Richards, 1997 citado por Caetano et al., 2013), como se observo en
algunos individuos analizados.

En los 6vulos maduros de las flores en antesis, no se encontraron evidencias
de sacos embrionarios apospdricos en los individuos analizados. Las células iniciales
aposporicas en diversos taxa se forman en simultaneo con el saco embrionario
reducido (Naumova, 2008) y se diferencian de las células nucelares adyacentes por
poseer un nucleo grande y citoplasma denso (Koltunow, 1993). En los dvulos en
desarrollo analizados no se encontrd ningun indicio de este tipo de desarrollo en la

nucela.

4.3.5 Fecundacion y desarrollo inicial de semilla

Luego de la antesis, los dvulos presentan nucleos polares fusionados o libres y
préximos al aparato oosférico. La fusién de los nucleos polares se describe como
posterior a la fecundacién en Psidium (Narayanaswamiy Roy, 1960) y en Myrtaceae
(Davis, 1966). Estos antecedentes conducen a la interpretacion de que los sacos
embrionarios con nucleos polares no fusionados en postantesis corresponden a

ovulos no fecundados.
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El tegumento externo luego de la antesis se destaca por su desarrollo en
tamafio y numero de capas celulares con respecto a las demas capas del dvulo en
las semillas inmaduras. Eso indica su rol principal en la formacién de la testa de la
semilla, coincidiendo con lo descripto para Myrtoideae (van Wyk y Botha, 1984) y
Psidium (Narayanaswami y Roy 1960, Corner 1976) respecto al origen de la testa a
partir inicamente del tegumento externo. Adicionalmente las semillas abortadas,
con saco embrionario, nucela y tegumento interno colapsados, mantienen su forma

externa debido al desarrollo y persistencia del tegumento externo.
4.3.5.1 Endosperma

En la semilla inmadura (7-10 dpta) el endosperma es una masa citoplasmatica
multinucleolada. Esta disposicion es caracteristica de un endosperma de tipo
nuclear, que comienza con multiples divisiones nucleares libres y eventualmente se
vuelve celular o se mantiene en este estado hasta ser consumido totalmente por el
embrion en desarrollo (Vijayaraghvan y Prabhakar, 1984). El endosperma nuclear es
descripto como caracteristico de Myrtaceae (Tobe y Raven, 1983).

En tratamientos de polinizaciones manuales de Speroni et al. (2014a) sobre
los mismos materiales analizados en esta tesis, se vio que no ocurre apomixis
autonoma y es necesaria la polinizacién para la formacién de fruto y semilla. La
necesidad de polinizacion ya se habia reportado para Psidium cattleyanum (Fidalgo
y Kleinert, 2009). Segun Richards (1986) citado por Koltunow (1993) la mayoria de
los sacos embrionarios apomicticos necesitan polen para un desarrollo apropiado
del endosperma, donde al menos uno de los nucleos generativos del tubo polinico
se fusione con al menos uno de los nucleos polares. Este fendmeno se denomina
pseudogamia, en oposicidén a la apomixis auténoma donde el saco embrionario no
requiere de polinizacién para el desarrollo del endosperma (Nogler, 1984).

Una forma de confirmar la cantidad de nucleos que dan origen al endosperma
es analizar el contenido de ADN por citometria de flujo en semillas. Los picos de
ADN obtenidos representan los distintos niveles de ploidias de los nucleos. Esta

técnica permite que, basados en la interrelacion entre el contenido de ADN de los
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nucleos del embrién y los nucleos del endosperma, se puedan reconstruir los
diferentes eventos reproductivos que ocurren en las plantas (Matzk et al., 2000).
Asi, una semilla, de una especie diploide, formada por via sexual mostrard dos picos
de ADN: uno 2C para el embridn y otro 3C para el endosperma; una semilla, de la
misma especie, formada por via apomictica mostrard un pico 2C para el embrién y
un pico 4C o 5C para el endosperma originado sin fecundacién o con fecundacién

respectivamente.
4.3.5.2 “Cigoto”

La célula que originard al embridn no muestra signos de divisién al menos
hasta los 10 dias post antesis. En este momento no es posible distinguir si la célula
observada es un cigoto o la odsfera no fecundada. Las diferencias entre ambas son
generalmente apreciables a nivel de estudios ultraestructurales, en cuanto a las
caracteristicas de los organelos (mitocondrias, RE, cloroplastos), pero no
detectables con microscopia dptica (Natesh y Rau, 1984).

En algunas de estas células se observd un nucleolo adicional en el nucleo de
similar tamafio o menor. Esto también fue observado en Psidium guajava y
descripto como cigoto) por Narayanaswami y Roy (1960). En los materiales se
puede interpretar como una odfera fecundada y los dos nucléolos de tamarios
desiguales pertenecientes cada uno a un gameto como lo reportado para P. guajava
por Narayanaswami y Roy (1960). Alternativamente puede tratarse de una odsfera
no fecundada cuyos dos nucléolos evidencian una gran actividad metabdlica de la
célula, que se prepara para la embriogénesis.

En los individuos analizados la fecundacién podria tener distintas
consecuencias segun el origen de la odsfera, como se explica a continuacion.

La fecundacion de odsferas reducidas origina embriones con igual ploidia que
los parentales: la fecundacién de oésfera no reducida origina embriones de mayor
ploidia que la planta madre. Esto ultimo, aunque con baja frecuencia, pueden
encontrarse en especies apomicticas facultativas, donde también se da la

reproduccién sexual (Nogler, 1984). Otra posibilidad es la degeneracién posterior de
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ese nucleo masculino sin que ocurra fusidon, fenédmeno denominado “hemigamia”
por Battaglia (1946b) citado por Nogler (1984) y ha sido observado en especies
pseudégamas. El estudio de citometria de flujo anteriormente mencionado
aportaria en la interpretacién de lo que efectivamente ocurre en estos materiales.
Las semillas inmaduras no mostraron indicios de desarrollo de embriones
adventicios. Estos, cuando presentes, surgen como grupos de células de nucleo
grande y citoplasma denso entre las células nucelares o en los tegumentos
(Koltunow, 1993). Este fendmeno fue descripto para Myrtaceae en Syzygium
jambos (Gurgel y Soubihe Soubrinho, 1951) y otras especies del género (Nic
Lughadha y Proencga, 1996) y es el tipo de apomixis mds frecuente en la naturaleza
(Naumova 2008, Hoérandl 2010). Sin embargo no existen antecedentes de
poliembrionia en la especie y en P. guajava tampoco se ha encontrado

poliembrionia (Narayanaswamiy Roy, 1960).

4.3.6 Ovulos abortados

Las semillas abortadas, segin un conteo preliminar sobre material fijado,
constituyen un 18 a 20% del total de semillas en un fruto inmaduro (7-10 dpta). Las
causas de aborto de semillas pueden ser asociadas a la disponibilidad de polen y
polinizacién; sin embargo en plantas que producen gran cantidad de évulos, como
es el caso de Psidium cattleyanum, la muerte programada de éstos se asocia a la
escasa disponibilidad de recursos (Stephenson, 1981), y a que las semillas
polinizadas primero y con mayor ‘aptitud bioldgica’ serian seleccionadas sobre las
mas débiles (Lee, 1984). En Syzygium cumini (L) Skeels se demostré que los
embriones en desarrollo producen factores que median el aborto de otros évulos, y
esto se relaciona a un mecanismo de “competencia entre hermanos” por los

recursos (Arathi et al. 1996, Krishnamurthy et al. 1997).
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4.4 APOMIXIS

La formacién de semillas por apomixis es una caracteristica ventajosa en
especies de interés comercial por la rapida generacién y multiplicacién de
germoplasma nuevo de formas superiores a través de semillas, la reducciéon de
costos y tiempos de reproduccion, la evasién de complicaciones asociadas a la
reproduccién sexual (polinizadores, compatibilidad) y la disminucién de Ia
trasmisién de virus en plantas que son tipicamente propagados vegetativamente
(Bicknell y Koltunow, 2004). Sin embargo ésta no es una caracteristica frecuente en
los cultivos y hasta el momento se ha fracasado en la mayoria de los intentos de
introducirla en especies de interés comercial (Bicknell y Koltunow, 2004).

La apomixis en Psidium cattleyanum representaria una gran ventaja en la
inclusion como cultivo fruticola, por la condicién natural en la especie de una
caracteristica tan codiciada. Existen diversos antecedentes que sugieren la
posibilidad de que la especie presente apomixis como modo de reproduccién:
homogeneidad de la descendencia obtenida por semillas (Rasseira et al. 2004,
Vignale y Bisio 2005); baja viabilidad de polen (Speroni et al., 2012), uniformidad de
la descendencia evaluada por isozimas (Manshardt y Aradhyta 1990 citado por
Ellshoff et al. 1995); Unicamente haplotipos maternos en la progenie con
marcadores moleculares RAPDS (Clara Pristch, comunicacién personal, 27 de
febrero de 2015). Sin embargo en ninguno de estos estudios se menciona cual
podria ser el mecanismo de formacion de semillas sin fecundacién. En la familia,
como ya fue mencionado se ha reportado embrionia adventicia y posible aposporia
(Nic Lughadha y Proenca, 1996) para los géneros Syzygium, Plinia y Luma (Nic
Lughadha y Proenca 1996, Gurgel y Soubihe Soubrinho’s 1951).

Dentro de las posibles vias de formacion de semillas sin fecundacion, en este
trabajo podemos descartar la via apospdrica y la embrionia adventicia, ya que no se
encontraron indicios de ninguno de estos procesos en el estudio ontogenético de

los 6vulos. Sin embargo, se encontraron evidencias de formacién de sacos
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embrionarios sin previa meiosis de la célula madre de la megaspora, proceso que
coincide con la apomixis por via diplospdrica.

La diplosporia, como apomixis de tipo gametofitica, estd comunmente
asociada a las especies poliploides (Koltunow 1993, Horandl 2010) en la que los
niveles impares son los mejores predictores de la apomixis (Asker y Jerling, 1992).
Psidium cattleyanum es una especie poliploide, con distintos niveles de ploidia
reportados. Es posible que los distintos niveles de ploidia en la especie se hayan
originado de la eventual fecundacion de gametos no reducidos, que ocurre antes de
gue se establezca un mecanismo de inhibicion de la fecundacidn en especies
apomicticas (Whitton et al., 2008).

Los individuos analizados de Psidium cattleyanum presentan distintos
porcentajes de polen viable, desde bajos hasta nulos, pero en todos se constatd
formacién de microsporas. La conservacion de reduccion meidtica se ha visto en la
mayoria de los taxa con apomixis gametofiticas (Horandl, 2010). De este modo la
especie, pese a ser bajo, posee cierto potencial para la fecundacién. Adicionalmente
los datos de Speroni et al. (2014a) indican que en estos individuos no ocurre
fructificacidn sin polinizacidn. Esto indica que la apomixis es pseudégama, por lo
gue es necesaria cierta proporcion de polen viable para la fecundacién del
endosperma y subsecuentemente el desarrollo de las semillas.

La ocurrencia de apomixis no implica necesariamente la supresion total de
sexualidad en la reproduccion de la especie, dado que las especies apomicticas, en
su mayoria, retienen la capacidad de reproduccidn sexual y son por tanto
apomicticas facultativas (Koltunow, 2003). En éstas la descendencia estard
conformada por semillas con embriones de origen sexual y embriones de origen
asexual. Estos ultimos incluso pueden tener cierta variabilidad genética debido al
crossing over o automixis (Thompson y Ritland, 2006) que puede ocurrir antes de
que cese la meiosis en la diplosporia. En analisis preliminares de la progenie
obtenida de cruzamientos de los individuos analizados en esta tesis, empleando

marcadores moleculares ISSRN3 se observé un patrén de bandas correspondiente al
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genotipo paterno en algunos individuos de la progenie (Clara Pristch, comunicacién
personal, 27 de febrero de 2015). Este ultimo admite postular una apomixis de tipo
facultativa.

La apomixis facultativa resulta una ventaja para la especie en varios sentidos.
La reproduccién asexual asegura la reproduccion de la especie y permite la
colonizacidén rdpida de un nicho favorable, con una combinacién particular fija de
genes (Koltunow, 1993). La combinacidn con la reproduccidn sexual actua evitando
la reduccion de heterocigosis de la descendencia que ocurre en las propagaciones
clonales, que mantienen el genotipo parental (Horandl 2010, Horandl et al. 2001).
La presencia de reproduccion sexual genera diversidad genética, que permite la
evolucidon ante cambios de condiciones ambientales (Richards 1986, citado por
Koltunow, 1993). El grado de ocurrencia de uno u otro mecanismo en la apomixis
facultativa puede estar influenciado por diversos factores como el polen paterno, el
fotoperiodo, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes (Nogler, 1984). Sin
embargo se desconoce cémo afectan estos parametros al balance entre sexualidad

y apomixis (Koltunow, 1993).
4.5 GLANDULAS ESQUIZO-LISIGENAS

Tanto en el gineceo (ovario y estilo) como en el androceo (anteras) se
observaron glandulas subepidérmicas, de interior hueco tapizado por células
grandes densamente tefiidas con safranina. La presencia de glandulas es una
caracteristica diagndstica de Myrtaceae y se han descripto distribuidas en todos los
organos de la planta (Wilson et al. 2001, Dahlgren y Thorne 1984). Sin embargo
existen escasos reportes de su morfologia y anatomia. Se han descripto como
productoras de aceites esenciales de tipo monoterpenos, sesquiterpenos,
phloroglucina derivativa de baeckerol, eugenina y tipos de tasmonoles, etc
(Dahlgreny Thorne, 1984).

La presencia de glandulas apicales en el conectivo de las anteras es frecuente

en Myrtoideae (Nic Lughadha y Proenca, 1996). En el género Psidium fueron
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descriptas como 1 a 4 glandulas por Landrum y Bonilla (1996) y 2 o mas por
Landrum y Kawasaki (1997). En los materiales analizados tanto en Psidium
cattleyanum f. cattleyanum como en P. c. f. lucidum se observé una Unica glandula.
Las glandulas subepidérmicas encontradas en la pared del ovario se observaron
también en Psidium guajava y se describen como glandulas de origen lisigeno y
productoras de aceites (Narayanaswami y Roy, 1960). La forma general de estas
glandulas fue descripta inicialmente en Eucalyptus como cavidades esquizégenas
con células secretoras (Carr y Carr, 1970 citado por Ladd et al., 1999). Por otra
parte, en Verticodia D.C., Ladd et al. (1999) describen a las glandulas de las anteras
como glandulas inicialmente esquizégenas y luego lisigenas en la madurez. En
Myrtus communis L. se describen a estas glandulas como esquizo-lisigenas y
presentes en todos los drganos de la flor (Ciccarelli et al., 2008).

Las glandulas observadas en el material analizado de Psidium cattleyanum
inicialmente aparentan ser de tipo esquizégeno y las células secretoras se
mantienen enteras, sin embargo también se observaron glandulas con el contenido
lisado y mas comiunmente en érganos maduros. Esto coincide con lo descripto por
Ciccarelli et al. (2008) y Ladd et al. (1999) como glandulas esquizdégenas-lisigenas. La
lisis celular observada, también podria ser producto de la técnica utilizada para
preparar el material, como fuera planteado por Turner (1999). No obstante, estos
datos son una evidencia mas que aporta a la interpretacidén de la ontogenia de estas
glandulas.

La funcidén de las glandulas no ha sido especificamente determinada aun. Los
diferentes lipidos y aceites esenciales podrian estar relacionados a distintas
funciones ecoldgicas dependiendo del érgano en el que estas se encuentren
(Ciccarelli et al., 2008). En las anteras se les adjudican algunas funciones como la
emision de aroma floral (Landrum y Bonilla, 1996), la proteccion de la antera contra
insectos predadores, recompensa para polinizadores o una ayuda en la adhesién del
polen al polinizador (Landrum y Bonilla 1996, Ladd et al. 1999, Beardsell et al.

1989). Segun lo observado por Speroni et al. (2012) los polinizadores buscan polen
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como Unico recurso, ya que ademds no hay néctar evidente. En el ovario las

glandulas podrian tener una funcidn de proteccién contra predadores

4.6 ASPECTOS TAXONOMICOS Y FENOLOGICOS

Se obtiene, por primera vez para la especie, la correspondencia entre los
estadios morfolégicos externos de la flores y los procesos ontogenéticos internos
(figura 17), que abarca tanto la morfologia externa como los duracién en dias de
cada etapa ontogenética. Esto constituye una herramienta muy importante para
continuar estudiando la biologia reproductiva de la especie, realizar intervenciones,
cruzamientos y diversos analisis de etapas especificas del desarrollo floral.

Los individuos de Psidium cattleyanum f. cattleyanum mostraron un
desarrollo floral extendido en el tiempo que implica mayor duraciéon de las
diferentes etapas ontogenéticas, especialmente de las primeras etapas del
desarrollo del botdn floral (figura 17). Por el contario P. c. f. lucidum presenta un
desarrollo floral mas acotado en el tiempo. Si bien existen diferencias individuales,
es posible distinguir un patrén ontogenético comun dentro de cada forma de la

especie.
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Figura 17. Esquema de Ontogenia y Fenologia Intrafloral de los siete individuos

analizados en esta tesis. En gris los procesos ontogenéticos del gineceo para todos

los individuos. Los procesos ontogenéticos del androceo se muestran en rojo para

Psidium cattleyanum f. cattleyanum y en amarillo para Psidium cattleyanum f.

lucidum. Autor: Lic. Cristina Trujillo
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Adicionalmente a estas diferencias se observé un desfasaje en los periodos de
floraciéon entre ambas formas (Speroni et al. 2012, Speroni et al. 2014b). Esto
dificulta la polinizacién entre ellas, ya que en el corto periodo en que se solapan las
floraciones deben darse las condiciones ideales, relacionadas por ejemplo, con la
disponibilidad de polinizadores. Esta es una barrera reproductiva que se traduce en
la ausencia de flujo genético entre ambas formas (Rieseberg y Willis, 2007) y por lo
tanto es un elemento que aporta a la diferenciacién entre P. cattleyanum f. lucidum
y P. c. f. cattleyanum. La acumulacion de diferencias genéticas entre los grupos lleva
a separarlos adaptativamente y luego aislarlos genéticamente (Rieseberg y Willis,
2007).

En cruzamientos dirigidos de los individuos estudiados provenientes de la
EEFAS se observo interfertilidad (Speroni et al., 2012), lo que indica que

potencialmente estas formas pueden cruzarse.

4.7 PERSPECTIVAS

Los resultados de esta tesis junto a los resultados obtenidos en el proyecto en
el que se enmarca este trabajo arrojan luz al conocimiento de la biologia
reproductiva de Psidium cattleyanum y abren el camino hacia nuevas interrogantes.

Las anomalias detectadas en la formaciéon de los granos de polen parecen
tener correlacion con los altos niveles de ploidia y especialmente con los niveles de
ploidia impares. Sin embargo, esto no explica la marcada diferencia de viabilidad de
polen entre los individuos heptaploides de araza rojo. Para verificar esta correlacion
es necesario realizar estudios de viabilidad de polen comparando mayor nimero de
genotipos de ploidias semejantes entre si, asi como de ploidias diferentes entre si.

En los dvulos se forman sacos embrionarios no reducidos por diplosporia. Para
establecer si la diplosporia que ocurre en Psidium cattleyanum es de tipo
Taraxacum o de tipo Antennaria, se deben llevar adelante estudios citogenéticos de
la megasporogénesis que permitan verificar si ocurre alguna division y qué ocurre

con los cromosomas en ese proceso.
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La ocurrencia de la apomixis puede ser facultativa, si se combina con la
reproduccién sexual en el ciclo reproductivo de la planta, u obligada, si es la Unica
forma de formacion de semillas del individuo. El tipo de apomixis que presenta
Psidium cattleyanum es una de las respuestas que estd siendo abordada por el
grupo de investigacion del proyecto en el que se enmarca esta tesis, mediante
tratamientos de polinizaciones manuales, andlisis estadisticos de los resultados y
analisis de progenie con marcadores moleculares especialmente desarrollados para
la especie.

En los datos obtenidos en los abordajes anteriormente mencionados se
constatd que la polinizacion es necesaria para la fructificacién. De estos resultados
surge la interpretacion de que es necesaria la fecundacion de la célula media para
formar el endosperma que alimentard al embridon. Los estudios de citometria de
flujo de semillas que se estan llevando en los materiales seleccionados apuntan a
responder esta interrogante, a través de la determinacién de los niveles de ploidia

del tejido nutricio que se desarrolla en las semillas de Psidium cattleyanum.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se realiza la primera descripcion del desarrollo ontogenético
del gametofito femenino y del gametofito masculino en la especie. Ambas formas
analizadas de la especie, Psidium cattleyanum f. cattleyanum y P. c. f. lucidum,
mostraron un desarrollo ontogenético tipico de la familia y la tribu respecto a la
mayoria de las caracteristicas.

No se encontraron diferencias en las caracteristicas del desarrollo
ontogenético de los individuos analizados que ayuden a separar taxondmicamente
a ambas formas de la especie.

Las orbiculas (o cuerpos de Ubisch) encontradas en las paredes celulares del
tapete de los sacos polinicos son un registro novedoso para la especie y para la
tribu. Las glandulas secretoras se describen como de tipo eszquizogeno-lisigenas,
descripcién que representa un aporte a la interpretacién del origen y el tipo de
estas estructuras en Myrtaceae.

Los sacos polinicos maduros presentaron anomalias como granos de polen
deformes, tétradas vacias, acimulos de células y células madre sin desarrollar. Estas
fueron mds frecuentes en las especies con menores valores de viabilidad de polen.
Las anomalias encontradas se asocian en este trabajo a los altos niveles de ploidia
de la especie y a las ploidias impares, y son consideradas las causantes de la baja
viabilidad de polen.

Teniendo en cuenta los antecedentes de aposporia y embrionia adventicia
citados para la familia se descartan en este trabajo ambas vias apomicticas para los
materiales analizados por la falta de evidencias anatdémicas. Se propone la
formacidon de sacos embrionarios diplospéricos por la ausencia de meiosis de la
célula madre de la megdspora. Esta interpretacion es coincidente ademas con los
bajos niveles de viabilidad de polen detectados, las anomalias halladas en Ia
formacion de los granos de polen y los distintos niveles de ploidia citados para la

especie.
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En este trabajo se logrd establecer una relacién entre fenologia intrafloral y
ontogenia para la especie. Esto implica una herramienta muy util para continuar

con las investigaciones sobre la biologia reproductiva de la especie.
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7. ANEXOS.

Tabla 1. Materiales colectados y fijados en FAA, Estacidon experimental Facultad de
Agronomia, Salto.

Fechas Individuo Individuo Individuo Individuo Individuo
V3 17 V1 V6 115)

19/9/2011 53 dpa 55 dpa 47 dpa
26/09/2011 46 dpa 47 dpa 40 dpa

3/10/2011 39 dpa 41 dpa 33 dpa 41 dpa 45 dpa
11/10/2011 31 dpa 33 dpa 25 dpa 33 dpa 37 dpa
17/10/2011 25 dpa 27 dpa 19 dpa 27 dpa 31dpa
21/10/2011 21 dpa 23 dpa 15 dpa 23 dpa 27 dpa
26/10/2011 16 dpa
29/10/2011 16 dpa 8 dpa 16 dpa

3/11/2011 8 dpa

4/11/2011 2 dpa

5/11/2011 1dpa

6/11/2011 8 dpa Antesis 8 dpa

7/11/2011 1ldpta

2 dpa 2 dpta

9/11/2011
10/11/2011 1dpa
11/11/2011 Antesis
12/11/2011 1 dpta 2 dpa 2 dpa
13/11/2011 2 dpta 1 dpa 1 dpa
14/11/2011 Antesis Antesis
15/11/2011 ldpta 1 dpta 2dpa
16/11/2011 2 dpta 2 dpta 1dpa
17/11/2011 Antesis
18/11/2011 1 dpta
19/11/2011 10 dpta 2 dpta
21/11/2011  10dpta
22/11/2011 7 dpta
24/11/2011 10 dpta 7 dpa

dpa. Dias pre antesis

dpta. Dias post antesis
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Tabla 2. Materiales colectados y fijados en FAA,
Estacidén Las Brujas INIA, Canelones.

Fechas Individuo 24 Individuo 61
19/10/2012 40 dpa 40 dpa
25/10/2012 34 dpa 34 dpa
1/11/2012 28 dpa 28 dpa
8/11/2012 21 dpa 21 dpa
15/11/2012 14 dpa 14 dpa
21/11/2012 8 dpa 8 dpa
27/11/2012 2 dpa 2 dpa
28/11/2012 1 dpa 1 dpa
29/11/2012 Antesis Antesis
30/11/2012 1 dpta 1 dpta
1/12/2012 2 dpta 2 dpta
15/11/2012 17 dpta 17 dpta

dpa. Dias pre antesis

dpta. Dias post antesis
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