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RESUMEN

Psidium cattleyanum Sabine, ‘araza’, es una especie poliploide nativa de
Uruguay y Brasil. Existen varias evidencias que sugieren que el modo de
reproduccion es por apomixis, tanto autbnoma como pseuddégama. En este trabajo se
plantea describir los estadios del desarrollo ontogenético de la semilla de plantas
heptaploides (7x) de Psidium cattleyanum f. cattleyanum y octoploides (8x) de P.
cattleyanum f. lucidum, para establecer el origen de las estructuras seminales en la
madurez y contribuir al conocimiento taxondémico y de su biologia reproductiva.
Ademas, mediante citometria de flujo aplicada en semillas, se propone 1) Determinar
si presenta apomixis facultativa, 2) Establecer la frecuencia de apomixis y sexualidad
y 3) Analizar la contribucién materna-paterna a la formacion del endospermo. Las
semillas se obtuvieron de cruzamientos dirigidos entre individuos de frutos rojos 7x
y frutos amarillos 8x. Para el anélisis ontogenético se procesaron diferentes estadios
de desarrollo de las semillas por la técnica de inclusion en parafina. Para la
citometria de flujo se analizaron individualmente 492 semillas maduras. Las
observaciones anatomicas mostraron que las semillas adoptan forma campilétropa.
El patron del embridn es globular, cordiforme y torpedo, para finalmente curvar el
eje hipocotilo-radicula (h-r) y adoptar forma de 'C’, los cotiledones en la madurez
estan bien desarrollados y recostados al eje h-r. El nucelo forma una hipostasa y el
endospermo nuclear persiste en la semilla madura. La cubierta seminal, formada por
el tegumento externo, presenta sarcotesta a nivel de la epidermis y lignifica el
mesotegumento. El micropilo esta rodeado de un opérculo formado por el tegumento
interno esclerosado. La placenta penetra en el micropilo de la semilla en desarrollo y
actlia como via nutricional. La apomixis se presentd en un 86,2 % de las semillas
analizadas, la sexualidad en un 13,4 % y la partenogénesis haploide en un 0,4 %. Las
madres de ploidia par (8x) presentaron ocho veces mas eventos sexuales que aquella
de ploidia impar (7x) donde predominaron los eventos apomicticos. El andlisis de
semillas permitié confirmar que Psidium cattleyanum es principalmente pseudégama
con un balance embrion:endospermo 2:5 y facultativa mostrando varias otras
combinaciones de células reproductivas del saco embrionario y gametos masculinos.

Palabras clave: ontogenia, semilla, poliploidia, apomixis-facultativa, diplosporia
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Apomixis frequency and role of pseudogamy in Psidium cattleyanum
(Myrtaceae): ontogenetic studies and ploidy levels in seminal structures
SUMMARY

Psidium cattleyanum Sabine, ‘araza’, is a polyploid species native to Uruguay
and Brazil, several evidence suggest it is an autonomous and pseudogamous
apomictic species. The aim of this work is to describe the stages of ontogenetic
development of seeds of heptaploid (7x) Psidium cattleyanum f. cattleyanum and
octoploids (8x) P. cattleyanum f. lucidum individuals, to establish the origin of the
seminal structures at maturity and contribute to the taxonomic knowledge and
reproductive biology. In addition, through flow cytometry applied to seeds, it is
proposed to 1) Determine if it presents facultative apomixis, 2) Establish the
frequency of apomixis and sexuality and 3) Analyze the maternal-paternal
contribution to the endosperm. The seeds were obtained from directed crosses among
7x and 8x individuals. For ontogenetic analysis, different stages of seed development
were processed by the paraffin inclusion technique. For flow cytometry, 492 mature
seeds were individually analyzed. Anatomical observations showed that seeds adopt
a campylotropic shape. The embryo is globular, cordiform and torpedo, to finally
curve the hypocotyl-radicle axis (h-r) and adopt a 'C' shape. Cotyledons at maturity
are well developed and lying on the h-r axis and the nucellus forms a hypostase and
the nuclear endosperm persists in mature seed. The seminal covering, presents
sarcotes at the level of the epidermis and lignifies the mesotegument. The micropil is
surrounded by an operculum formed by the sclerosed internal integument. The
placenta penetrates the micropyle of the developing seed and acts as a nutritional
pathway. Apomixis was present in 86.2% of the analyzed seeds, sexuality in 13.4%
and haploid parthenogenesis in 0.4%. Mothers with even ploidy (8x) showed eight
times more sexual events than those with odd ploidy (7x) where apomixis
predominates. Seed analysis confirmed that Psidium cattleyanum is mainly
pseudogamous with an embryo: endosperm 2: 5 ratio and facultative showing various

other combinations of embryo sac reproductive cells and male gametes.

Keywords: ontogeny, seed, polyploidy, facultative-apomixis, diplospory



1. INTRODUCCION
Psidium cattleyanum Sabine (Myrtaceae), conocido vulgarmente como araza,

es un arbol nativo de Uruguay que produce frutos carnosos comestibles de agradable
sabor. En el afio 2000 fue elegido, junto a otras especies de la familia Myrtaceae,
para ser incluido en el Programa de Seleccion de Frutos Nativos de Uruguay con
potencial comercial (Facultad de Agronomia, Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria, Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca). La propuesta del
programa es incluir nuevos cultivos comerciales en el sector productivo, distintos a
los tradicionales (basicamente exoticos), aumentando asi la diversidad para los
consumidores y promoviendo productos con identidad nacional (Vignale y Bisio
2005). En particular el arazé fue elegido no sélo por su agradable sabor, sino también
por sus propiedades nutracéuticas (Biegelmeyer et al. 2011, Feippe et al. 2010,
Feippe et al. 2008, Martinez et al. 2008, Natchigal 1994), excelentes condiciones
para la elaboracion de dulces, jaleas y bebidas (Benevenga et al. 2012) y por la buena
sanidad bajo cultivo (Vignale y Bisio 2005).

Psidium cattleyanum es una especie poliploide que se distribuye naturalmente
en la Floresta Atlantica brasilefia hasta el sureste uruguayo (Govaerts et al. 2008,
Legrand y Klein 1977). Para esta especie fueron registrados niveles de ploidia
2n=3x=33, 2n=4x=44, 2n=5x=55, 2n=6x=66, 2n=7x=77, 2n=8x=88, 2n=9x=99,
2n=10x=110 y 2n=12x=132 (Machado et al. 2022, Machado y Forni-Martins 2022,
Machado et al. 2020, Vazquez 2014, Costa y Forni-Martins 2006, Raseira y Raseira
1996, Singhal et al. 1985, Atchinson 1947). Dentro de Psidium cattleyanum se
reconocen individuos que producen frutos de cascara roja y otros que producen
frutos de céscara amarilla. Sabine en 1821 fue el primer botanico que describi6 la
especie en base a material cultivado en Inglaterra, supuestamente obtenido a partir de
semillas provenientes de China, el cual producia frutos de coloracién roja.
Posteriormente Degener en 1939 describié la forma P. cattleyanum f. lucidum
basandose en materiales de frutos amarillos, para diferenciarlos de la forma tipica P.
cattleyanum f. cattleyanum de frutos rojos. Ambas entidades infraespecificas son
similares vegetativamente y se diferencian claramente, ademas de por la coloracion

de sus frutos, por el tamario y consistencia de sus flores (Millan 2015, Speroni et al.



2012). Los registros nacionales de herbario de la especie cuentan con muestras que
incluyen s6lo 6rganos vegetativos y carecen de flores o frutos, por lo que la
verdadera distribucion de ambas entidades taxonémicas no se distingue a través de
estos datos. Trabajos recientes en nuestro pais indican que las poblaciones silvestres
de la especie son escasas Yy todas estan integradas por plantas de frutos amarillos
(Bernaschina y Pereyra 2014, Speroni et al. 2012). No se encontraron individuos de
frutos rojos creciendo de manera natural por lo que estos serian cultivados y no
silvestres (Speroni et al. 2012). En los Jardines de Introduccién del Programa de
Seleccion de Frutos Nativos con potencial comercial de la Estacion Experimental
Facultad de Agronomia Salto (EEFAS) y en la Estacion Experimental Las Brujas del
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA LB), ambas formas se
encuentran cultivadas y se evallan agrondmicamente materiales seleccionados.

La propagacion vegetativa a través de injertos o estacas es la mas extendida en
la mayoria de los cultivos comerciales de frutos tradicionales, dado que la
descendencia mantiene las mismas caracteristicas de la planta madre. En el caso del
araza, la propagacion por estacas mostr0 bajos porcentajes de enraizamiento,
principalmente por la presencia de compuestos fendlicos que ocasionan la oxidacién
de los tejidos y determinan que ciertas técnicas tradicionales no sean viables
econémicamente (Franzon et al. 2009, Fachinello et al. 1993). Sin embargo, la
propagacion por semillas mostrd altos porcentajes de germinacién (Bernaschina y
Pereyra 2014, Raseira y Raseira 1996). Tanto en los materiales cultivados en
Embrapa Clima Templado en Brasil, como en los cultivados en la EEFAS y en INIA
LB en Uruguay, se ha obtenido una buena propagacion por semilla (Tomaz et al.
2011, Vignale y Bisio 2005, Franzon et al. 2004).

La semilla madura de araza es exalbuminada (Rotman 1976), asi como en las
otras especies del género Psidium (Vijayaraghvan y Prabhakar 1984, Roy 1953) y
demas especies de la familia estudiadas (Tobe y Raven 1983, Schmid 1980). En estas
semillas, el endospermo es consumido por el embrion en el proceso de maduracion
seminal. El interior de la semilla madura esta ocupado por el embrién y s6lo quedan
relictos de endospermo en la periferia del mismo (Nic Lughadha y Proenca 1996). En

araza se ha observado que la descendencia obtenida en la germinacion de semillas es



muy homogénea, tanto en materiales brasilefios (Raseira y Raseira 1996) como en
uruguayos cultivados en la EEFAS (Vignale y Bisio 2005). Manshardt y Aradhya
(1990) analizaron la variabilidad genética de la progenie de P. cattleyanum f.
cattleyanum y de P. cattleyanum f. lucidum utilizando isozimas como marcadores y
encontraron alta tasa de uniformidad. En estudios de polinizacion llevados adelante
en materiales brasilefios se registr6 fructificacion en flores previamente emasculadas
y aisladas de la llegada de polen (Raseira y Raseira 1996). Todos estos antecedentes
nacionales y regionales condujeron a la hipotesis que la formacion del embrion en las
semillas de P. cattleyanum ocurre por via apomictica, donde el embrion no se forma
a partir de la fecundacion, sino a partir de células de la planta madre y mantienen las
mismas caracteristicas que ésta (Nogler 1984). Este tipo de reproduccién asexual fue
citado por Davis (1966) para representantes de la subfamilia Myrtoideae, mientras
que Nic Lughadha y Proenca (1996) reportan apomixis para el género Syzygium
dentro de la familia Myrtaceae.

En tratamientos de polinizaciones manuales llevados adelante en materiales
heptaploides de Psidium cattleyanum f. cattleyanum y octoploides de P. cattleyanum
f. lucidum, seleccionados y cultivados en EEFAS e INIA LB, determind que ambas
formas necesitan de un vector de polinizacion y la fructificacion se da s6lo cuando
Ilega polen viable al estigma, sin importar su origen (Speroni et al. 2015), con lo que
se descarta la apomixis autébnoma. En estudios ontogénicos del saco embrionario de
los mismos materiales se identifico la célula madre de la megaspora pero no los
procesos meidticos de la megasporogénesis por lo que se concluyé que el origen del
saco embrionario no reducido se realiza por via diplosporica (Souza-Pérez y Speroni
2017). Estudios realizados sobre la ontogenia y viabilidad de los granos de polen en
las mismas plantas mostraron diversas anormalidades en la formacién de los granos
de polen que afectan la funcionalidad final de los mismos, detectada en la variacion
de los valores de viabilidad dentro de una misma planta y entre plantas de diferente
coloracion de frutos y niveles de ploidia (Souza-Pérez et al. 2021).

Todos estos antecedentes nacionales y regionales evidencian que la formacién
del embrién en las semillas de Psidium cattleyanum ocurre por via apomictica

diplosporica y que necesita de la polinizacion (pseudogamia). La diplosporia es una



de las formas de apomixis gametofitica, donde el saco embrionario se origina a partir
de la célula madre de la megaspora, ya sea por mitosis o luego de una falla en las
etapas iniciales del proceso meidtico (Richards 2003, Maheshwari 1950). Los sacos
embrionarios asi formados contienen un gameto femenino diploide (2n), la odsfera, a
partir de la cual se desarrolla directamente el embridn por partenogénesis, sin que
exista fecundacién. La ausencia de reduccién permite que el embrion formado por
partenogénesis también tenga una ploidia 2n, siendo el contenido genético igual que
el de la madre (Nogler 1984).

En la apomixis gametofitica la partenogénesis excluye uno de los procesos de
la doble fecundacidn: la unién del gameto masculino con el femenino. Sin embargo,
no necesariamente se anula la fecundacién de la célula media. En algunos casos el
endospermo puede desarrollarse en forma auténoma (sin la union de un gameto
masculino con los nacleos polares del saco embrionario aposporico o diplosporico),
pero en muchas especies apomicticas es necesario que un gameto masculino se
fusione con el o los nacleos polares de la célula media del saco embrionario para
formar el endospermo. A este proceso se lo llama pseudogamia (Nogler 1984). En el
caso de apomixis pseuddégama se origina un embrién de ploidia 2n y un endospermo
de ploidia 5n, mientras que en una apomixis autbnoma se origina un embrién de
ploidia 2n y un endospermo de ploidia 4n (Matzk et al. 2000).

La formacion de sacos embrionarios reducidos o no reducidos y la alternativa
de que ocurra fecundacion o no de los mismos, genera diferentes balances de
contenidos de ADN nuclear entre células del embrion y del endospermo (Matzk et al.
2000). La técnica de citometria de flujo permite cuantificar el contenido de ADN por
nacleo en poblaciones de células de diferentes tejidos. Por tanto, a partir de estos
resultados e informacion de referencia es posible inferir el nivel de ploidia de un
tejido (Dolezel 1991). Recientemente, se comenz a utilizar con més frecuencia ésta
técnica en semilla madura para determinar la relacion entre la ploidia del embrion y
endospermo. La citometria de flujo en semillas (flow cytometric seed screen, FCSS)
se basa en determinar los distintos contenidos de ADN presentes en la semilla y la
relacion que existe entre los mismos. Una semilla con una relacion de contenido de

ADN entre embrion y endospermo de 2:3 por ejemplo corresponde a aquellas



semillas originadas por sexualidad (doble fecundacion con gametos reducidos),
mientras que aquellas con una relacion 2:4 son originadas por apomixis autbnoma
(partenogénesis diploide y desarrollo autbnomo de la célula media para la formacion
del endospermo) y 2:5 las originadas por apomixis pseudégama (partenogénesis
diploide y fecundacion de la célula media para la formacion del endospermo) (Matzk
et al. 2000). La técnica de FCSS ha sido utilizada en distintos grupos de plantas y
con distintos tipos de semilla, inclusive en especies con semillas exalbuminadas
(Horandl 2010, Krahulcova y Rotreklova
2010, Matzk et al. 2000), permitiendo detectar y cuantificar todos los modos de
reproduccion.

Con los antecedentes anteriormente expuestos, se plantea la necesidad de
determinar la frecuencia del origen apomictico del embrion y confirmar la condicion
pseudogama para la formacion del endospermo en semillas de materiales de Psidium
cattleyanum seleccionados y obtenidas de polinizaciones dirigidas. La relacion de los
contenidos de ADN de los ndcleos de las células del embrion y del endospermo
medidos por el citometro de flujo nos permitira establecer la frecuencia de la
apomixis en la formacion de las semillas y si la formacidn del endospermo ocurre en
forma auténoma (endospermo 4n) o si efectivamente necesita de la polinizacion para
el proceso de fecundacion (endospermo 5n). Para procesar las semillas en el
citbmetro de flujo y lograr poblaciones de ndcleos que permitan diferenciar los
distintos niveles de ploidia de endospermo y embridn, es necesario trabajar con
semillas con una proporcion de endospermo y embrion perceptibles por el equipo. La
semilla madura de araza es exalbuminada, por lo que se debera establecer el estadio
de desarrollo de la semilla donde es posible detectar los contenidos de ADN de
embrién y endospermo con el citometro de flujo. Para la seleccion del estadio
seminal con la proporcién indicada es necesario llevar adelante estudios
ontogenéticos que permitan establecer este estadio.

El objetivo general de este trabajo es establecer la frecuencia del origen
apomictico del embrion y el origen del endospermo en semillas de materiales

seleccionados de Psidium cattleyanum y el rol de la polinizacién, para contribuir al



conocimiento de la biologia reproductiva de una especie frutal nativa incluida en el
Programa de Seleccién de Frutos nativos con potencial econémico.

Se establecen los siguientes objetivos especificos: 1. Describir el desarrollo
ontogénico del embrién y endospermo de plantas heptaploides de Psidium
cattleyanum f. cattleyanum y plantas octoploides de P. cattleyanum f. lucidum, para
establecer las proporciones relativas de ambas estructuras a lo largo del desarrollo de
la semilla exalbuminada; 2. Determinar los niveles de ploidia del embrion y del
endospermo en ambas entidades taxondmicas para interpretar el origen reproductivo

de ambas estructuras y definir la via reproductiva que actia en su formacion.
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2.1. RESUMEN

Introduccion: Una semilla, sexual o asexual (apomictica), es un dvulo maduro que
consta de cubierta protectora, tejido nutricio y embrién. En Myrtaceae la forma del
embrién y la consistencia de la cubierta seminal han sido utilizadas en las
clasificaciones taxondmicas. Los escasos estudios en Psidium cattleyanum se han
realizado en semilla madura, y por esto se desconoce el origen de cada estructura. Un
analisis ontogenético aporta caracteres taxondmicos que contribuyen a la filogenia de
la familia.

M&M: Las semillas en desarrollo, obtenidas de cruzamientos dirigidos entre
accesiones de Psidium cattleyanum octoploides y heptaploides, se colectaron a 22,
29, 36, 43, 50, 57 y 67 dias post-polinizacion. Fueron fijadas en FAA y procesadas
por la técnica de inclusion en parafina para obtener cortes anatdbmicos seriados.
Resultados: Las semillas maduras adoptan forma campilétropa, con el interior
seminal en forma de 'C'. La morfologia que sigue el embrién en su desarrollo es
secuencialmente globular, cordiforme y torpedo, para finalmente curvar el eje
hipocotilo-radicula (h-r) y adoptar forma de 'C'. Los cotiledones, en la madurez,

estan bien desarrollados y se

Acrticulo a ser presentado a fin de ser publicados en la revista Boletin de la 7
Sociedad Argentina de Botanica.
https://revistas.unc.edu.ar/index.php/BSAB/about/submissions



encuentran recostados al eje h-r. ElI nucelo forma una hipostasa y el endospermo
persiste en la semilla madura. La cubierta seminal formada por el tegumento externo
genera sarcotesta a nivel de la epidermis y lignifica el mesotegumento. EI micrépilo
esta rodeado de un opérculo formado por el tegumento interno. La placenta penetra
en el micrépilo como via nutricional.

Conclusiones: Las semillas de Psidium cattleyanum son de tipo mesotestal-seed,
presentan sarcotesta, hipostasa, opérculo y endospermo.

Palabras clave

semilla, poliploide, opérculo, sarcotesta, hipostasa, placenta intrusiva

2.2. SUMMARY

Introduction: Sexual or asexual (apomictic) seed is a mature ovule with seed-coat,
nutritive tissue, and embryo. Embryo shape and seed-coat consistency have been
used in taxonomic classifications of Myrtaceae. The few studies on Psidium
cattleyanum have been carried out on mature seed, where the origin of each structure
is not known. An ontogenetic analysis generates information that might contribute to
the phylogeny of the family.

M&M: Developing seeds, obtained from directed crosses between two accessions of
Psidium cattleyanum octoploids and two heptaploids, were collected at 22, 29, 36,
43, 50, 57 and 67 days post-pollination. They were fixed in FAA and processed by
the paraffin embedding technique.

Results: The seeds adopt a campylotropic form, with the seminal interior in the
shape of a 'C'. The morphology that the embryo follows in its development is
globular, cordiform and torpedo, to finally curve the hypocotyl-radicle axis and adopt
a 'C' shape. The cotyledons, at maturity, are well developed and lie on the hypocotyl-
radicle axis. The nucellus forms a hypostase and the nuclear endosperm persists in
the mature seed. The seminal cover is formed by the external integument, which
sarcotestal epidermis and mesotegument lignificated. The micropyle is surrounded
by an operculum exclusively formed by the internal integument. The placenta

penetrates the micropyle to the base of the nucellus



Conclusions: The seeds of Psidium cattleyanum are of the mesotestal-seed type,
they present sarcotesta, hypostase, operculum and endosperm.
Keywords

seed, polyploidy, operculum, sarcotesta, hipostase, intrusive placenta

2.3. INTRODUCCION

Una semilla puede generarse por diferentes vias reproductivas, en general el proceso
es sexual pero también puede darse de forma asexual (apomixis). Cuando la via es
sexual la semilla se define como un 6vulo maduro fecundado que posee un embrién,
material de reserva (algunas veces ausente) y una o varias cubiertas protectoras
(Kozlowski & Gunn, 1972 en Bhojwani & Bhatnagar, 1974). En el proceso sexual,
luego de la doble fecundacion, el cigoto forma el embrion, la célula
endospermogeénica origina el endospermo y los tegumentos del évulo forman la
cubierta seminal o testa (Boesewinkel & Bouman, 1984). Cuando la via es asexual o
apomictica se elude la reduccion meidtica y la fecundacion. El dvulo desarrolla una
semilla cuyo embrion contiene exactamente el mismo genotipo que la planta que lo
origina. Los embriones apomicticos pueden formarse a través de una ruta
esporofitica 0 gametofitica. En la primera, también llamada embrionia adventicia, los
embriones surgen directamente de una célula somética de lanucelao de
los tegumentos del 6vulo. En la apomixis gametofitica se forman sacos embrionarios
que difieren en algunos aspectos del gametofito femenino haploide (n) generado a
partir de la megaspora funcional. Su principal diferencia es que presenta el mismo
namero cromosémico que el esporofito (2n), ya que los ndcleos que lo conforman no
provienen del proceso meiético y por lo tanto no han reducido su ndmero
cromosomico. Por eso se dice que estos sacos embrionarios surgen por un proceso
de apomeiosis (sin meiosis). De acuerdo con el origen de la célula que genera al saco
embrionario, la apomixis gametofitica puede ser clasificada como: diplosporica,
cuando el saco embrionario se origina a partir de la célula madre de la megaspora
misma, ya sea por mitosis o luego de una falla en la meiosis, 0 aposporia cuando el
saco embrionario se origina directamente por mitosis a partir de una célula somatica,

usualmente una célula del nucelo (Maheshwari, 1950; Richards, 2003). Los sacos
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embrionarios, sean estos apospaéricos o diplospdricos, contienen un gameto femenino
2n, la oo6sfera, a partir de la cual se desarrolla directamente el embrion
por partenogénesis sin que exista fecundacion. En la apomixis gametofitica, la
partenogénesis excluye uno de los procesos de la doble fecundacién: la unién de un
gameto masculino con el femenino. Sin embargo, no necesariamente se anula la
segunda fecundacion que involucra la célula media. Aunque en algunos casos el
endospermo puede desarrollarse en forma auténoma (sin la unién de un gameto
masculino con los ndcleos polares de la célula media del saco embrionario
aposporico o diplospdrico) en muchas especies apomicticas, es necesario que un
gameto masculino se fusione con el o los ndcleos polares de la célula media del saco
embrionario para formar el endospermo. A este proceso se lo llama pseudogamia
(Nogler, 1984). Independientemente del origen, la semilla es una estructura bésica
derivada de un O6vulo, que perdi6 algunas partes y desarrolld algunas nuevas
(Bhojwani & Bhatnagar, 1974).

Las semillas de las especies de la familia Myrtaceae son esencialmente
exalbuminadas (Corner, 1976; Schmid, 1980; Tobe & Raven, 1983) y muy diversas
morfoldgica y anatdmicamente (Corner, 1976; Nic Lughadha & Proenca, 1996;
Landrum & Stevenson, 1986; Landrum & Kawasaki, 1997; Barroso et al., 1984).
Existe variabilidad en las formas y tamafios de las semillas maduras, asi como en la
forma del embrion, en su desarrollo y en la consistencia y textura de la cubierta
seminal (Corner, 1976; Nic Lughadha & Proenga, 1996; Landrum & Stevenson,
1986; Landrum & Kawasaki, 1997; Barroso et al., 1984). Basados en esas
diferencias, muchos trabajos taxonémicos y filogenéticos han utilizado caracteres del
embrion (De Candolle, 1828; Berg, 1855-1856; Berg, 1857-1859; Landrum &
Kawasaki, 1997) o de la cubierta seminal (Berg, 1855-1856; Berg, 1857-1859;
McVaugh, 1968; Landrum & Kawasaki, 1997) para delimitar taxa. Barroso et al.
(1984), considerando a los embriones como una fuente interesante de caracteres para
la circunscripcion taxondmica de las tribus dentro de la familia, describié ocho tipos
de embriones. Estos autores se basaron principalmente en: 1. la forma del embridn

(globoso, elipsoide, redondeado, enrollado o curvo), 2. la consistencia del mismo
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(craso, muy craso o carnoso), 3. el tipo de cotiledones (foliaceos, membranéaceos,
rudimentarios, etc), 4. ubicacion de los cotiledones (apical, rodeando al embrion,
enrollados, etc) y 5. soldadura entre el eje hipocotilo-radicula
y los cotiledones (presencia-ausencia), entre otros caracteres. En particular, la
estructura del embrion ha aportado caracteres valiosos para la delimitacion
taxondmica dentro de la subfamilia Myrtoideae. De Candolle en 1828 distinguid,
dentro de las Myrtoideae, tres tipos basicos de embrion cominmente referidos como:
Eugenioide, con cotiledones gruesos y carnosos e hipocotilo insignificante;
Myrcioide, con cotiledones foliosos mas amplios que el hipocétilo vy
Myrtoide/Pimentoide, con un hipocotilo desarrollado y cotiledones pequefios (Nic
Lughadha & Proenca, 1996). Basado en esta clasificacion, Berg (1855-1856) definio
tres subtribus, Eugeniinae con cotiledones carnosos, concrescentes, poco separados o
rara vez libres, radicula pequefia 0 generalmente inconspicua, testa frecuentemente
crustacea, adherente o libre; Myrciinae, cotiledones folidceos contortuplicados,
radicula larga y curva, testa generalmente crustacea, lisa, separada del embrién y
Pimentinae, embrion arqueado, curvo o espiralado, con pequefios cotiledones en su
extremo interior, tegumento blando u dseo (Legrand, 1968; McVaugh, 1968). A
pesar del valor que se le ha adjudicado a los caracteres seminales mencionados para
la taxonomia de Myrtaceae, el proceso de desarrollo embrionario ha sido
escasamente estudiado. La falta de informacion en esta area puede ser atribuida a las
dificultades presentadas en los procesos de fijacion para los estudios histolégicos de
los materiales a analizar (Mauritzon, 1939; Devis, 1968 en Beardsell et al., 1993).

El género Psidium L. retne entre 70 y 100 especies (Landrum & Kawasaki, 1997;
Govaerts et al., 2008), tiene distribucion neotropical, extendiéndose desde el sur de
México hasta la provincia de Buenos Aires, en Argentina (Soares-Silva & Proenca,
2008). Este género se encuentra actualmente ubicado en la tribu Myrteae una de las
15 tribus en la que se divide la subfamilia Myrtoideae (Thornhill et al., 2015).

Tanto el género Psidium como otros que conforman el grupo Pimenta, se
caracterizan por presentar ovarios con una media de 20 a 120 dvulos (excepto
Pimenta), placentacidn que sobresale o a lo largo de la longitud del tabique carpelar,

placas escalariformes ausentes, testa de la semilla 6sea o blanda, embrién en forma
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de “C” o a veces en espiral (Lucas, 2007), con el hipocotilo mas largo que los
cotiledones, siendo ésta una de las estrategias evolutivas para la incorporacion de los
nutrientes en el embrion a nivel del hipocétilo (Landrum &
Kawasaki, 1997). Una de las especies del género que presenta interés econémico por
sus frutos comestibles, ademas Psidium guajava L., es Psidium cattleyanum Sabine.
La especie Psidium cattleyanum, conocida vulgarmente como ‘araza’ en Uruguay,
‘araca’, ‘aracga-da-praia’, ‘aracazeiro’ en Brasil y ‘strawberry guava’ en Hawai, es
poliploide con numero cromosémico basico igual a 11 (Rye, 1979). No se conocen
materiales diploides y los niveles de ploidia en poblaciones naturales van desde
tetraploides hasta octoploides (Atchinson, 1947; Singhal et al., 1985; Raseira &
Raseira, 1996; Costa & Forni-Martins, 2006; Vazquez, 2014; Machado et al., 2020;
Machado & Forni-Martins, 2022). Ademas de estos niveles, en progenies obtenidas
de semillas se detectaron plantas triploides, nonaploides, decaploides Yy
dodecaploides (Machado & Forni-Martins, 2022). La especie cuenta con dos
entidades infraespecificas, la forma tipica P. cattleyanum f. cattleyanum, descrita por
Sabine en 1821, en base a materiales con frutos de coloracion roja y P. cattleyanum
f. lucidum, descrita por Degener en 1939, en base a materiales con frutos de
coloracion amarilla.

En Psidium cattleyanum la cubierta seminal es dsea (Legrand, 1968; Corner, 1976;
Rotman, 1976) y se origina del tegumento externo (Corner, 1976). Las semillas
abortadas mantienen su forma externa debido al desarrollo y persistencia de este
tegumento (Souza-Pérez & Speroni, 2017). En el extremo micropilar de la semilla, la
cubierta dsea se interrumpe por una estructura que podria identificarse como un
opérculo (Rotman, 1976), ya que la emergencia del embrién durante la germinacion
se da por la abertura que deja el desprendimiento de esta estructura (Gomes et al.,
2015). El endospermo formado en P. cattleyanum es de tipo nuclear (Souza-Pérez &
Speroni, 2017), comienza con multiples divisiones nucleares libres y eventualmente
se vuelve celular o se mantiene en ese estado hasta ser consumido totalmente por el
embrién en desarrollo (Vijayaraghvan & Prabhakar, 1984). La semilla madura es
exalbuminada, el interior estd ocupado por el embrion y sélo quedan relictos de

endospermo en la periferia (Nic Lughadha & Proenca, 1996).
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Si bien se cuenta con informacion de la cantidad, forma y estructura de las semillas
maduras de Psidium cattleyanum, no esta descrito hasta el momento el modo de
desarrollo y la cronologia de formacion de los distintos tejidos desde el inicio de
formacion de la semilla hasta la semilla madura. Por tanto, se plantea en este trabajo
describir los estadios del desarrollo ontogenético del embridn, endospermo, nucelo y
cubierta seminal en semillas producidas por plantas heptaploides de Psidium
cattleyanum f. cattleyanum y plantas octoploides de P. cattleyanum f. lucidum, para
establecer el origen de las estructuras seminales descriptas en la madurez para la
especie y contribuir al conocimiento taxondmico y de la biologia reproductiva de la

especie.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material vegetal

Para la obtencion de las semillas para el estudio ontogenético se realizaron
polinizaciones manuales entre dos accesiones octoploides de Psidium cattleyanum f.
lucidum (2n=8x=88) de frutos amarillos (1115 y 1V6) y dos accesiones heptaploides
de Psidium cattleyanum f. cattleyanum (2n=7x=77) de frutos rojos (IV1y IV7). Las
cuatro plantas han sido seleccionados por sus buenas condiciones de sabor y
fructificacion en el Programa de Seleccion de Frutales Nativos (Facultad de
Agronomia — Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria, Uruguay) y se
mantienen en cultivo bajo evaluacién agronémica en Uruguay, Departamento de
Salto, Estacion Experimental de Facultad de Agronomia Salto (EEFAS) (31°19'S,
57°41'W). Vouchers de las plantas IV7 (Speroni 1041) y IV1 (Speroni 1042) de
Psidium cattleyanum f. cattleyanum y de las plantas 1115 (Speroni 1037) y V6
(Speroni 1040) de Psidium cattleyanum f. lucidum fueron ingresadas al Herbario
Bernardo Rosengurtt, Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica
(Herbario MVFA). La viabilidad de polen de cada planta fue evaluada previamente
mediante test colorimétrico con cloruro 2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC) (Shivanna &
Rangaswamy, 1992). La planta I\VV7 no se utiliz6 como dadora de polen porque no

presento polen viable en el afio de estudio.
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2.4.2. Polinizaciones manuales

En los tratamientos se realizaron polinizaciones manuales entre los individuos de las
cuatro accesiones de Psidium cattleyanum. Flores elegidas al azar en cada arbol
fueron emasculadas una hora antes de la antesis, cuando las anteras estan aun
indehiscentes y el estigma fue aislado para prevenir la llegada de polen foréneo.
Cuatro horas después se polinizaron manualmente con polen de otra planta de la
misma o diferente ploidia (polinizaciones cruzadas) (Tabla 1). Para los tratamientos
de autopolinizacién se utilizd polen de la propia flor sin emascular y embolsadas
previo a la antesis para prevenir la contaminacion (Tabla 1). De todos los individuos
se colectaron dos frutos en distintas etapas de desarrollo para extraer las semillas en
formacidn, con el fin de registrar las distintas etapas ontogenéticas. Los frutos en
desarrollo fueron colectados a los 22, 29, 36, 43, 50, 57 dias post-polinizacion (ddp)
y a los 67 ddp se colectaron frutos maduros. En cada fecha de muestreo se extrajeron
las semillas de dos frutos por fecha y fueron fijadas en FAA (formol, acido acético,
alcohol 70 %, 5:5:90) durante 7 dias (modificado de Johansen, 1940). Luego se
almacenaron hasta su procesamiento en alcohol 70 %.

Tabla 1. Tratamientos de polinizaciones manuales en accesiones heptaploides (7x),
IV1, IV7; y octoploides (8x), 115, V6, de Psidium cattleyanum.

Dador de polen

Receptor de polen 1115 (8x) 1V 6 (8x) IV 1(7x)
115 (8x) Autogamia Polinizacion cruzada Polinizacion cruzada
8X x 8x 8X x 8x 8X X 7X
IV 6 (8x) Polinizacion cruzada Autogamia Polinizacion cruzada
8x x 8x 8x x 8x 8X x 7X
IV 1(7x) Polinizacion cruzada Polinizacion cruzada Autogamia
7X % 8X X x 8X TX X 7X
IV 7 (7x) Polinizacion cruzada Polinizacion cruzada Polinizacion cruzada
7X % 8X X % 8X X X 7X
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2.4.3. Procesamiento de las semillas

Las semillas fueron procesadas de diferente manera para mejorar la infiltracion. En
algunas semillas jévenes se procedié a hacer pequefias perforaciones con agujas
histoldgicas y, en semillas muestreadas a partir de los 50 dpp, se procedid a remover
mecanicamente (con hoja de afeitar) parte de la cubierta seminal. Todas las semillas
fueron deshidratadas en una serie de alcoholes de graduacion ascendente y se
incluyeron en parafina utilizando alcohol butilico terciario como intermediario (Li,
1978). Se realizaron cortes seriados de 7 - 10 pum con micrétomo rotatorio de
precision, Marca SLEE, Modelo CUT 4062. Los cortes se montaron con Balsamo de
Canada y se tifieron con la doble coloracion Safranina-Fast Green (Johansen, 1940).
Los preparados fueron observados con microscopio Optico Euromex BioBlue 4263.
Los cortes seleccionados se analizaron, midieron y fotografiaron con las camaras
digitales Dino Eye 2.0 y Samsung Galaxy A71. Los esquemas de semillas se

realizaron con el programa CoreIDRAW® X8 en base a fotos de los preparados.

2.5. RESULTADOS

Las semillas analizadas provienen de dvulos anatropos, bitégmicos y crasinucelados
(Fig. 1 A). Sin embargo, durante el desarrollo de la semilla, la condicion anatropa se
pierde en la mayoria de los casos, el mayor desarrollo del lado opuesto al rafe cambia
la morfologia de las semillas que adquieren una forma campilétropa (Fig. 1 B). Por
tanto, el interior de la semilla se curva y adopta la forma de ‘C’ (Fig. 2 A). El sistema
vascular, que ingresa desde la placenta, llega solamente hasta la zona de la chalaza,
no se observa vascularizacion a nivel de los tegumentos (Fig. 2 A).

El muestreo realizado entre 22 y 67 dias post-polinizacion (dpp) captd la ontogenia
del embridn, el endospermo, el nucelo y la testa de la semilla. Desde la primera fecha
de analisis, el embrion y el endospermo ya habian iniciado su formacion. Si bien hay
coincidencia entre los patrones ontogenéticos del embrion de las plantas madres con
ploidias 8x y 7x, se observaron diferencias cronoldgicas durante el desarrollo, tanto

dentro de las plantas con el mismo nivel de ploidias, como entre plantas con
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diferentes ploidias. Endospermo, nucelo y cubierta seminal mostraron el mismo

patron ontogenético en plantas madres 8x y 7X.

Fig. 1. Evolucién de la morfologia del 6vulo en la formacion de la semilla de Psidium
cattleyanum. A, dvulo anatropo; B, semilla madura con forma campil6tropa. ¢, cotiledones;
f, funiculo; h-r, eje hipocétilo-radicula; mi, micrépilo; n, nucelo; se, saco embrionario; te,
tegumento externo; ti, tegumento interno.
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Fig. 2. Semilla en desarrollo (29 dpp) de Psidium cattleyanum. A, corte longitudinal;
B, conexion placenta-funiculo; C, conexion placenta-micropilo. ch, chalaza; dpp,
dias post-polinizacién; en, endospermo; f, funiculo; h, hipostasa; mi, micrépilo; n,
nucelo; p, placenta; te, tegumento externo; ti, tegumento interno. Escala= A: 100 pum,
B-C: 50 pum.
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2.5.1. Embrion originado por plantas octoploides

Hasta los 36 dpp, las dos plantas madres octoploides analizadas mostraron patrones
ontogenéticos similares.

A los 22 dpp se observo un embrion globular formado por cuatro a ocho (12) células
isodiamétricas redondeadas, de nucleos prominentes, que se mantiene hasta los 29
dpp. En la base micropilar del embrién se observd un suspensor, formado por dos
células cuadrangulares de citoplasma denso que en algunos casos crecen en tamafio y
en otros se dividen en dos cada una, que se mantiene hasta los 43 dpp (50 dpp) (Fig.
3 A-B).

A los 36 dpp el embrion aumento su tamario de dos a cuatro veces desde 29 dpp por
divisiéon celular y se mantiene el suspensor. En la mayoria de los casos (73 %) se
mantuvo la forma globular mientras que, los restantes embriones mostraron
incipiente  morfologia cordiforme. En ambas morfologias se presentd la
diferenciacion superficial del protodermo. EI mismo estd compuesto por una capa
continua de células cuadrangulares con nucleo prominente, que cubre y delimita al
embrion en el interior de la semilla (Fig. 3 C-D).

A los 43 dpp se observé una marcada diferenciacion entre el desarrollo de los
embriones de las plantas octoploides 1115 y IV6. En la planta 1115 se produjo un
pronunciado alargamiento del eje hipocétilo-radicula. La longitud total del embrién
superd la mitad de la cavidad interna seminal y la relacién en longitud del eje
hipocotilo-radicula:cotiledones fue 3:1 (Fig. 3 E) . En la planta I\V6 los embriones se
mantuvieron en la condicion cordiforme y no ocuparon mas de un 10 % de la cavidad
seminal. Sin embargo, en ambos casos se distinguen claramente los meristemas
primarios (protodermis, procambium y meristema fundamental) (Fig. 3 F).

A los 50 dpp la mayoria (75 %) de los embriones de la planta octoploide 1V6
mantuvieron la condicion cordiforme (Fig. 4 A), mientras que el resto (25 %) y los
embriones de la planta 1115 agrandaron el tamafio de sus células y aumentaron
considerablemente la cantidad de células para alargar el eje hipocétilo-radicula y
ocupar casi todo el largo de la cavidad seminal. Los cotiledones en la planta 1115 se
doblan 180° y quedan recostados al eje hipocotilo-radicula, ocupando 1/5 de la

longitud de este eje (Fig. 4 B). EI meristema apical queda ubicado por lo tanto hacia
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la zona chalazal. Asi, el eje hipocotilo-radicula adopta la forma ‘C’ de la cavidad
interna seminal y los cotiledones se recuestan sobre dicho eje. En estos dltimos
estadios se diferencian méas aun las células de los meristemas primarios y de los
meristemas apicales. La protodermis esta formada por una capa de células pequefas,
de cuadradas a apenas rectangulares. ElI meristema fundamental tiene células
grandes, que duplican el tamafio de las células de la protodermis, poliédricas,
alargadas en sentido longitudinal al eje del embrién. En el procambium las células
son angostamente cuadrangulares y alargadas también en sentido longitudinal,
mientras que las de los meristemas apicales son isodiamétricas pequefias y de nucleo
grande (Fig. 4 E). Para ambas plantas octoploides, a partir de esta fecha las células
embrionarias del meristema fundamental comienzan a rellenarse de corplsculos que
se tifien de rojo, evidencia de contenidos grasos (Fig. 4 F).

A los 57 dpp los embriones observados de ambas plantas octoploides alcanzaron el
mismo estadio de desarrollo. El eje hipocdtilo-radicula continuo su alargamiento y se
curvo fuertemente por la zona préxima al meristemo apical, ubicado en el extremo
chalazal. En la zona de curvatura del hipocétilo se observa una escotadura (Fig. 5 A-
B). El eje hipocotilo-radicula adopta en este momento la forma en ‘C’ (‘C-shaped’).
Los cotiledones duplicaron su grosor y se alargan siempre recostados sobre el eje
hipocétilo-radicula. La relacion en longitud del eje hipocdtilo-radicula:cotiledones
pasa a ser 2:1 (Fig. 4 C).

A los 67 dpp el embrion aumentd su tamafio, crecié en grosor por aumento del
tamafio celular y en largo por incremento del nimero de células y ahora rellena todo
el interior de la semilla (Fig. 4D). La relacion en longitud del eje hipocotilo-
radicula:cotiledones es 2,5:1. Los cotiledones también crecieron en largo y
sobrepasan la zona de la escotadura del hipocoétilo, superando la mitad del largo de la
cavidad seminal. Los corplsculos que se tifien de rojo aumentaron en densidad y

ahora rellenan todas las células del meristema fundamental del embrion (Fig.4 G).
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Fig. 3. Desarrollo de embriones en cruzamientos dirigidos en plantas octoploides de
Psidium cattleyanum. A-C, embriones globulares; D, embriéon cordiforme con
diferenciacién de meristemas primarios; E, embrién con forma de torpedo alargado;
F, embrién cordiforme con meristemas primarios diferenciados. c, cotiledones; dpp,
dias post-polinizacion; e, embrion; en, endospermo; h-r, eje hipocétilo-radicula n,
nucelo; s, suspensor; te, tegumento externo. Escala = A-B: 20 um, C-D-F: 50 um, E:
100 pm.
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Fig. 4. Desarrollo de embriones en cruzamientos dirigidos en plantas octoploides de
Psidium cattleyanum. A, embrion cordiforme; B, embrion en forma de ‘C’ con
cotiledones plegados sobre el hipocétilo; C-D, embriones con forma ‘C’; E,
meristemas primarios; F-G, contenidos corpusculares en células del meristema
fundamental del embrion. c, cotiledones; ch, chalaza; dpp, dias post-polinizacion; e,
embrion; en, endospermo; h-r, eje hipocotilo-radicula; ma, meristema apical; mf,
meristema fundamental; n, nucelo; pc, procambium; pd, protodermis; s, suspensor;
te, tegumento externo. Escala = A-E: 50 um, B: 200 um, C-D: 100 pm, F-G: 20 pm.
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Fig. 5. Curvatura (repliegue o pliegue) del embrién de Psidium cattleyanum. A, zona
de curvatura; B, detalle de la escotadura en zona de curvatura. c, cotiledones; dpp,
dias post-polinizacion; en, endospermo; es, escotadura; h-r, eje hipocétilo-radicula n,
nucelo; te, tegumento externo. Escala = A-B: 100 pm.

2.5.2. Embrion originado por plantas heptaploides

A diferencia de las plantas octoploides, a los 22 dpp las plantas heptaploides
presentan menor grado de desarrollo. EI embridn estd formado por una sola célula de
nucleo prominente, unido al nucelo de la zona micropilar mediante un suspensor
formado por una sola célula también (Fig. 6 A). Recién a los 29 dpp se observa un
embrién globular compuesto por cuatro a seis células y un suspensor bicelular que se
mantiene hasta casi los 43 dpp (Fig. 6 B). A los 36 dpp el embridn cuadriplicé el
namero de células que lo componen, se mantiene de forma globular, aunque en
algunos casos comienza a marcarse la escotadura apical para la formacion de los
cotiledones. La protodermis ya se evidencia en esta etapa del desarrollo, al igual que
en embriones de plantas octoploides para esta misma fecha (Fig. 6 C). En 43 dpp los
embriones ocupan un 10 % de la cavidad seminal, son cordiformes con cotiledones
que alcanzan 1/3 del largo total del embrion, similar a los embriones de las plantas
IV6 para la misma fecha. En este estadio se diferencian las células de los meristemas
primarios con las mismas caracteristicas de los embriones de plantas octoploides
(Fig. 6 D). A los 50 dpp el crecimiento del embrion supera la mitad del largo del
interior de la semilla y es comparable al desarrollo de los embriones de la madre 1115
en la fecha anterior (43 dpp) (Fig. 6 E).
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50 dpp IV7xIV1

Fig. 6. Desarrollo de embriones en cruzamientos dirigidos en plantas heptaploides de
Psidium cattleyanum. A-C, embriones globulares; D, embrion cordiforme con
diferenciaciéon de meristemas primarios; E, embrién con forma de torpedo alargado;
F, embrion con forma ‘C’. c, cotiledones; ch, chalaza dpp, dias post-polinizacion; e,
embridn; en, endospermo; h-r, eje hipocdtilo-radicula; mi, micrépilo; n, nucelo; s,
suspensor; te, tegumento externo. Escala = A-B-C: 20 um, D-E-F: 100 pum.
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Sin embargo, llega a los 67 dpp en igual desarrollo que el resto de los embriones de
las madres octoploides amarillas, con un eje hipocétilo-radicula curvado en forma de

‘C’ y los cotiledones plegados 180°, recostados sobre dicho eje (Fig. 6 F).

2.5.3. Endospermo

En la ontogenia de la semilla se desarrolla un endospermo nuclear. En la primera
etapa de 22 y 29 dpp se observan velos citoplasmaticos contraidos y dispersos en el
interior de la semilla, proximos al nucelo. Los velos citoplasmaticos contienen
nacleos con nucléolos notorios (Fig. 7 A-B). La celularizaciébn comienza
mayoritariamente a los 36 dpp para plantas octoploides y algunas heptaploides (Fig.
7 C-D), donde se observa también multiplicacion celular, mientras que en algunos
tratamientos comienzan a los 43 dpp principalmente para madres heptaploides. El
proceso de celularizacion del endospermo se inicia en la zona micropilar y desde la
periferia hacia el centro. Las células, que muchas veces se presentan desordenadas y
desprendidas en pequefios grupos, estan generalmente adheridas al nucelo formando
un estrato de dos a cuatro capas. La forma celular varia de isodiamétricas grandes a
cuadrangulares aplanadas, poseen paredes delgadas, citoplasma denso y nucleos
prominentes (Fig. 7 D). En las fechas 43, 50 y 57 dpp, donde el embrion todavia es
pequefio 0 no abarca todo el interior seminal, se encuentra espacio vacio entre el
endospermo y el embrion (Fig. 7 E). Sin embargo, hacia los 67 dias el endospermo se

encuentra aplastado por el embrion contra el nucelo (Fig. 7 F).
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Fig. 7. Desarrollo del endospermo en semillas en desarrollo de Psidium cattleyanum.
A, distribucion del endospermo nuclear; B, endospermo nuclear conectado al nucelo
de la zona chalazal; C, distribucion del endospermo celularizado; D, detalle de las
células del endospermo; E, distribucién del endosperma celularizado; F, restos de
endospermo. dpp, dias post-polinizacion; e, embrion; en, endospermo; n, nucelo; te,
tegumento externo. Escala = A-E-F: 50 um, B-D: 20 um, C: 100 pm.
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2.5.4. Nucelo

El nucelo se mantiene casi constante durante todo el desarrollo seminal. Consta de
cuatro a siete capas de células de pared delgada, que rodean completamente el
interior de la semilla. En la zona chalazal encontramos dos tipos de células. En las
capas mas externas del nucelo las células son cuadrangulares, de pared gruesa,
organizadas en una hipostasa. Estas células se organizan en el centro de la hipostasa
para formar un pico que se introduce entre las células del nucelo mas internas, para
conectar con el endospermo. Todas estas células, entre los 22 y 29 dpp, contienen
corpusculos pequefios que tifien de rojo (Fig. 8 A-B). Las capas mas internas del
nucelo estdn formadas por células redondeadas, iguales 6 mas grandes (hasta el
triple) de tamafio que las anteriores y s6lo contienen un ndcleo pequefio, a excepcion
de las que rodean el pico de la hipostasa (Fig. 8 A-B). Las células del nucelo de la
zona micropilar también se diferencian de manera similar a las de la chalaza; sin
embargo, las células mas externas no se rellenan de contenido y son del doble del
tamafio que las otras (8 C-D). Las células nucelares laterales, que se ubican entre el
polo chalazal y el polo micropilar, son alargadas en sentido paralelo a la superficie,
tienen nucleo pequefio y algunas se encuentran aplastadas (8 E-F). A partir de los 36
dpp las células de la hipostasa se rellenan totalmente con contenido de color rojo o
ambar. La hipostasa entonces ocupa todo el ancho de la zona chalazal en forma de
casquete y se mantiene hasta el final del desarrollo seminal (Fig. 9 D). Las células
del nucelo que se ubican en posicion mas interna, mantienen su forma y tamafio hasta
los 50 dpp y luego se aplastan (Fig. 9 D). Las células nucelares laterales terminan

aplastadas por el embrion al final del desarrollo seminal (Fig. 9 B).
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Fig. 8. Evolucidn del nucelo en la ontogenia de semillas de Psidium cattleyanum. A-
B, células del nucelo del extremo chalazal e hipostasa; C-D, células del nucelo del
extremo micropilar; E-F, células del nucelo que recorren los lados laterales del
interior de la semilla. ch, chalaza; dpp, dias post-polinizacién; e, embrion; en,
endospermo; f, funiculo; h, hipostasa; n, nucelo; pih, pico de la hipostasa; te,
tegumento externo. Escala = A-C-E: 50 um, B-D-F: 20 pm.
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Fig. 9. Nucelo en semilla madura de Psidium cattleyanum. A, esquema de la semilla
a 67 dpp; B, nucelo aplastado; C, nucelo del polo micropilar; D, nucelo del polo
chalazal. ch, chalaza; dpp, dias post-polinizacion; e, embrién; en, endospermo; f,
funiculo; h, hipostasa; n, nucelo; pih, pico de la hipostasa; te, tegumento externo.
Escala = B-C-D: 50 pm.

2.5.5. Cubierta seminal

Ambos tegumentos del 6vulo participan en la formaciéon de la cubierta seminal,
aungue con un aporte y una regionalizacion bien diferenciada en la madurez.

El micrdpilo esta formado solamente por el tegumento interno, ya que el tegumento
externo se ubica por debajo del orificio micropliar (Fig. 1 B). Si bien el tegumento
externo no cubre toda la semilla, su epidermis es continua con la del tegumento
interno. Esta continuidad se observa claramente a los 50 dpp (Fig. 10 J). Asi toda la
semilla esta cubierta por una epidermis mdltiple que, en general tiene cuatro capas
(Fig. 10 A-C).
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2.5.5.1. Tegumento externo: En el tegumento externo se reconocen una epidermis
externa, un mesotegumento y una epidermis interna.

A los 22 dpp se observa que el tegumento externo cuenta con una epidermis externa
multiple, de cuatro capas de células rectangulares alargadas y paralelas a la superficie
del drgano; un mesotegumento de seis capas de células parenquimaticas
isodiamétricas (Fig. 10 A); y una epidermis interna de una 6 dos capas de espesor.
Las células de la epidermis interna son rectangulares y alargadas en sentido paralelo
a la superficie del 6rgano, la pared es muy delgada, por lo que muchas veces aparece
aplastada. Hay una capa de cuticula que la separa del tegumento interno.

A los 29 dias se observan cambios solamente a nivel del mesotegumento, el cual
incrementa el nimero de capas, entre 8 y 14 células de espesor. Ademas, hay
crecimiento de las células (Fig. 10 B) y en los cortes tangenciales se observa que
estas células se alargan en sentido perpendicular al largo de la semilla (Fig. 10 C).

Si bien a los 36 dias post-polinizacion las células del mesotegumento siguen
creciendo en forma diferenciada como se observé a los 29 dpp, en algunos casos
comienza a evidenciarse la lignificacion de las paredes celulares (Fig. 10 D-F).

A los 43 dpp las células de la epidermis comienzan a crecer en altura y las paredes de
las células del mesotegumento estan todas en proceso de lignificacion (Fig. 10 G-H).
El mesotegumento que se ubica en la zona adosada al funiculo presenta diferencias
con el resto. Las células son méas pequefias y recién comienzan a esclerosarse en
semillas de plantas octoploides.

A los 50 dpp, las células de la epidermis siguen aumentando en altura respecto al
ancho, asi como las células del mesotegumento siguen aumentando el grosor de la
pared secundaria (Fig. 10 I). En esta fecha se evidencia claramente la continuidad de
la epidermis entre el tegumento externo y el tegumento interno (Fig. 10 J).

A los 57 dpp, las células de la epidermis externa del tegumento externo adoptan
forma mas cuadrangular; es decir, el ancho se duplicé en la mayoria de los casos. Las
células del mesotegumento muestran mayor engrosamiento de la pared secundaria en
plantas octoploides; mientras que en plantas heptaploides, recién empieza a

evidenciarse la lignificacion.
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A los 67 dpp el crecimiento de las células de la epidermis externa es tal, que la altura
de la célula es tres veces el ancho, generandose una sarcotesta que tiene contenido
coloreado en las células de las semillas heptaploides y no en las octoploides (Fig. 11
D-E). En ninguno de los materiales analizados, el desarrollo de la epidermis
evidencio presencia de estomas. El mesotegumento en plantas octoploides tiene
células con lumen muy pequefio por el grado de engrosamiento de la pared
secundaria y se observan claramente las puntuaciones. En plantas heptaploides
también se observa mayor grado de espesamiento de las paredes; sin embargo, no es
tan pronunciado como en plantas octoploides (Fig. 11 B). Tanto en plantas madres
octoploides como heptaploides, el mesotegumento que se ubica en la zona adosada al
funiculo tiene menor espesamiento de pared que el ubicado en el tegumento externo

expuesto (Fig. 11 C).
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Fig. 10. Desarrollo de la epidermis y del mesotegumento del tegumento externo de
semillas en formacién de Psidium cattleyanum. A-B, epidermis y mesotegumento
parenquimatico; C, mesotegumento en corte tangencial; D, esquema de la semilla
entera donde se marca la zona donde se realizaron las fotos de la epidermis; E-F,
epidermis y mesotegumento con principio de lignificacion; G, epidermis y
mesotegumento lignificado; H-1, sarcotesta en formacion; J, epidermis continua entre
tegumento externo y tegumento interno. dpp, dias post-polinizacion; ep, epidermis;
mt, mesotegumento; tegumento externo; ti, tegumento interno. Escala = A-B-C-E: 20
pm, F-G-H-1-J: 50 pm.
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Fig. 11. Desarrollo de la epidermis y del mesotegumento del tegumento externo de
semillas en formacién de Psidium cattleyanum. A, esquema de la semilla a 67 dpp;
B-C, mesotegumento lignificado de la zona indicada en A; D-E, sarcotesta y
mesotegumento lignificado de la zona indicada en A. e, embridn; dpp, dias post-
polinizacion; mi, micrdpilo; mt, mesotegumento; n, nucelo; st, sarcotesta. Escala =
A-B: 20 pm, D-E: 50 pm.

2.5.5.2. Tegumento interno: El tegumento interno posee tres zonas diferenciadas, la
zona que recorre los lados laterales del interior seminal y los polos o puntas chalazal
y micropilar. Cada una seguird un proceso diferente durante la ontogenia de la
cubierta seminal.

La parte del tegumento interno que recubre los lados laterales del interior seminal
consta de una 6 dos capas de células alargadas rellenas de contenido que tifie de color
azul o rojo, y paredes muy delgadas; por lo que, en la mayoria de los casos estan
aplastadas. Estas células en general, se mantienen incambiadas durante todo el

desarrollo de la semilla (Fig. 12 Ay C)
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Las células del tegumento interno ubicadas en el extremo chalazal son maés
cuadrangulares y pequefias que las que recorren los lados laterales del interior
seminal. Estas células y las que recorren los lados del contorno seminal se
caracterizan por contener sustancias y corpusculos que tifien principalmente de color
rojo en las primeras y azul en las segundas. Este conjunto de células esta en contacto
con la hipostasa formada por el nucelo de la zona chalazal (Fig. 12 C).

El extremo micropilar del tegumento interno forma el micropilo y consta de tres
partes: la epidermis externa, el mesotegumento y la epidermis interna. La epidermis
externa permanece incambiada durante el desarrollo de la semilla, es mdltiple y
comparte las mismas caracteristicas descritas para la epidermis externa del
tegumento externo (Fig. 13 A-B). La epidermis interna, que no se modifica durante
el desarrollo seminal, estda formada por células alargadas y de apariencia
parenquimatica. EI mesotegumento esta formado de varias capas de células (15-23).
En las primeras fechas de muestreo estas células son parenquimaticas (Fig. 12 B, 13
A-B), tienen forma variable desde isodiamétricas a alargadas, paredes delgadas y
estan rellenas de corpusculos que tifien de color rojo (Fig. 13 A-D). A partir de los 43
dpp en semillas de plantas octoploides y a los 57 dpp en plantas heptaploides, las
células centrales parenquimaticas del mesotegumento comienzan a esclerosarse. Es
decir, que la lignificacion del tegumento interno en la zona del micrépilo no se
produce en todas sus capas celulares. Hacia la epidermis externa quedan
aproximadamente 10 capas de células en estado parenquimatico (Fig. 14 B-Dy F). A
los 67 dpp, se observa que el tegumento interno que forma el micropilo se transformo
en un casquete u opérculo formado en su interior por un conjunto de células de
paredes gruesas lignificadas que estdn rodeadas de tejido blando parenquimético
(Fig. 14 E-F).

2.5.6. Placenta

La placenta, que es protrusiva en el ovario de la flor, se introduce en el micropilo
durante el desarrollo de la semilla (Fig. 12 y 13). Las células placentarias son
parenquimaticas y estan rellenas de contenido denso y coloreado. La placenta se

introduce en el micropilo por el conducto micropilar y forma en la base del mismo,
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contra el nucelo, una expansion en forma de cono. Estas células conectan con las del
tegumento interno que recorren los lados del interior de la semilla hasta llegar a la
hipostasa en la zona chalazal. Este recorrido se distingue claramente ya que todas las
células tienen el mismo contenido coloreado (Fig. 12 A).

El conjunto de células placentarias en forma de cono mantiene sus células
parenquimaticas (Fig. 14 C-F) durante todo el desarrollo seminal, con contenido
denso que tifie de color rojo o azul, y solo se lignifican las células que recorren el
conducto micropilar (Fig. 14 D-F).
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Fig. 12. Conexion placenta-tegumento interno via micropilo en semilla en desarrollo
(36 dpp) de Psidium cattleyanum. A, recorrido total de la conexidn entre la placenta
y el tegumento interno; B y D, conexion placenta-micrépilo; C, conexion tegumento
interno-hipostasa; E, células placentarias formando cono en la base del micropilo. ch,
chalaza; cu, cuticula; en, endospermo; f, funiculo; mi, micrépilo; n, nucelo; p,
placenta; pc, placenta en forma de cono en la base del micrdpilo; te, tegumento
externo; ti, tegumento interno. Escala = A: 100 pum, B-C: 50 pum, D-E: 20 pum.
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Fig. 13. Conexion placenta-semilla en desarrollo (29 dpp) de Psidium cattleyanum.
A, ubicacion de la placenta; B y C, conexion placenta-micrépilo; D-E, conexién
placenta-funiculo. en, endospermo; f, funiculo; mi, micrépilo; n, nucelo; p, placenta;
pc, placenta en forma de cono en la base del micrépilo; te, tegumento externo; ti,
tegumento interno. Escala = A: 100 pum, B-D-E: 50 um, C: 20 pum.
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Fig. 14. Micropilo en semillas en formacion de Psidium cattleyanum. A, esquema de
la semilla a 50 dpp, en recuadro region asociada al micrépilo; B-C-D, micropilo a 50
dpp; E, esquema de la semilla a 67 dpp, en recuadro regién asociada al micrépilo; F,
micrépilo a 67 dpp. e, embrién; en, endospermo; dpp, dias post-polinizacion; mi,
microépilo; n, nucelo; pc, placenta en forma de cono en la base del micrépilo; te,
tegumento externo; ti, tegumento interno. Escala = B-F: 100 um, C-D: 50 pm.
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2.6. DISCUSION

Las semillas de las especies de la familia Myrtaceae presentan variabilidad, no solo
de forma y tamarfio, sino también en el desarrollo del embrién y de la cubierta
seminal (Corner, 1976; Nic Lughadha & Proenga, 1996; Landrum & Stevenson,
1986; Landrum & Kawasaki, 1997, Barroso et al., 1984). Basados en esas
diferencias, muchos trabajos de filogenia han realizado clasificaciones taxonémicas a
partir de las formas del embrion (De Candolle, 1828; Berg, 1855-1856; Landrum &
Kawasaki, 1997) o de la cubierta seminal (Berg, 1855-1856; McVough, 1968;
Landrum & Kawasaki, 1997). Inclusive dentro de las subtribus estos caracteres
permiten diferenciar a los generos (Landrum & Sharp, 1989; Landrum & Kawasaki,
1997; Parra-0O, 2014). Sin embargo, a pesar de la importancia de estos caracteres, no
hay muchos trabajos que estudien la ontogenia de la semilla (Van Wyk & Botha,
1984). Las dificultades presentadas en los procesos de fijacion para los estudios
histologicos pueden ser una de las razones de la falta de estudios en esta area
(Mauritzon, 1939; Devis, 1968 en Beardsell et al., 1993). Las observaciones que se
realizan en semillas maduras que son cortadas a la mitad para extraer el embrién
(Landrum & Kawasaki, 1997; Sobral, 2003), permiten interpretaciones limitadas, ya
que ciertas caracteristicas embrionarias no son faciles de distinguir en material
maduro y deshidratado (Sanchez-Vindas, 1990). Ademas, cortar la testa Gsea exige
mucho esfuerzo y el embrion que es muy fragil, termina generalmente roto por lo que
resulta dificil observar el embrion entero (Sobral, 2003). Todos estos obstaculos
redundan en la falta de informacion y generan incdgnitas sobre el origen de ciertas
estructuras (Proenca et al., 2022). En particular en Psidium, no esta claro cual es el
origen del tejido blando que recubre la semilla (Landrum & Sharp, 1989), asi como
de qué parte del 6vulo se genera el opérculo, describiéndose sélo a nivel de la semilla
madura (Landrum & Sharp, 1989; Landrum & Kawasaki, 1997). En el analisis
ontogenénetico llevado a cabo en este trabajo se pudo determinar no solo como se
desarrollan cada uno de los componentes de la semilla, sino también dilucidar cémo
se forma el opérculo de la semilla y cuél es el origen de la sarcotesta. Los resultados
obtenidos incrementan la informacidn para las interpretaciones filogenéticas de la

familia, sumando caracteres morfoldgicos y anatdmicos que contribuyen a esclarecer
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la dificultosa delimitacion de géneros y especies dentro de esta familia (Proenca et
al., 2022; Barroso et al., 1984; Landrum & Kawasaki, 1997).

Las semillas analizadas provienen de 6vulos anatropos, bitégmicos, con micrépila en
zig-zag y crasinucelados, de acuerdo con estudios previos realizados a nivel del
ovulo (Davis, 1966; Pimentel et al., 2014; Souza-Pérez & Speroni, 2017). La pérdida
de la forma anatropa del 6vulo observada durante el desarrollo de la semilla se da en
algunos casos por el crecimiento diferencial del antirafe, que produce un
desplazamiento de algunas partes del 6vulo y determina que la forma final llegue a
ser campildtropa (Corner, 1976; Soares et al., 2017) o reniforme (Corner, 1976;
Rotman, 1976) como sucede en Psidium (Corner, 1976). En ese caso, el interior de la
semilla adopta una forma curvada en forma de ‘C’ que es caracteristico de muchos
géneros de la circunscripcién de Myrtinae de Landrum & Kawasaki (1997). Esta
forma ‘C’ del interior seminal favorece la formacion de un embrion mas largo que la
longitud de la semilla (Boesewinkel & Bouman, 1984).

Si bien hay coincidencia entre los patrones ontogenéticos del embrion de las plantas
madres con ploidias 8x y 7x, se observaron diferencias cronoldgicas durante el
desarrollo, tanto dentro de las plantas con el mismo nivel de ploidias, como entre
plantas con diferentes ploidias.

Los patrones ontogenéticos son los mismos para plantas madres heptaploides y
octoploides, sin embargo, son diferentes en la cronologia de los eventos que ocurren
durante el desarrollo. Si bien en ambos casos se llega a los 67 dpp con semillas
maduras, las madres octoploides siempre empiezan antes el desarrollo de cada etapa
del proceso ontogenético. Esto concuerda con lo observado en el desarrollo del
ovulo, de estos mismos materiales, donde ambas formas comparten los mismos
patrones ontogenéticos pero las plantas octoploides tienen un periodo de desarrollo
mas breve (Souza-Pérez & Speroni, 2017). Las diferencias cronoldgicas observadas
en las distintas etapas del desarrollo del embrion, entre plantas de diferentes ploidias,
pueden deberse al efecto de la poliploidia. La poliploidia, que se presenta tanto en
plantas como en algunos animales (Otto & Whitton, 2000, Orr-Weaver, 2015), se
caracteriza entre otras cosas por presentar células de mayor tamafio que sus relativas
de menor ploidia (Cavalier-Smith, 1978; Otto & Whitton, 2000, Orr-Weaver, 2015).
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Existen estudios que evaltan los tamafios relativos de las plantas de diferente ploidia
(Comai, 2005; Lavania, 2013; Chevalier et al., 2014; Orr-Weaver, 2015), no asi
estudios ontogenéticos que evallen las diferencias de desarrollo en semillas. El
patrén ontogenético observado en este estudio, asi como las diferencias cronoldgicas
encontradas, sirven como base para futuros estudios en plantas y son comparables a
los resultados obtenidos en anélisis de larvas y embriones de peces (Cobitis), donde
se observd que los individuos poliploides siguen los mismos patrones ontogenéticos
que los diploides, pero difieren en los tiempos de duracion de cada etapa de
desarrollo (Juchno et al., 2016). Estas diferencias se adjudican, entre otras cosas, al

tamafio del genoma (Gregory, 2002).

2.6.1. Embrion

El desarrollo del embrién en las primeras fechas de muestreo coincide con lo
observado para Psidium guajava L. y P. cujavillus Burman (ahora P. guajava var.
cujavillus (Burman) Krug & Urb. segun https://tropicos.org/name/22105086) donde,
si bien la secuencia de divisiones de las células en las etapas iniciales es
extremadamente irregular, se forma un embrién globular (Narayanaswami & Roy,
1960). En P. guajava (2n=2x=22) el embrion globular no tiene una disposicién
definida de las células y no se distingue un suspensor bien organizado, mientras que
en P. cujavillus (ahora P. guajava var. cujavillus (Burman) Krug & Urb. segin
https://tropicos.org/name/22105086) (2n=2x=22) el embrion globular muestra una
disposicion mas regular de sus células y un suspensor, de una a cuatro células, lo
mantiene unido a la zona micropilar del saco embrionario (Narayanaswami & Roy,
1960). En nuestras observaciones los embriones globulares disponen sus células de
ambas formas, es decir, algunas veces las células estan bien ordenadas y en otras
estdn desorganizadas. El suspensor, que se observa hasta los 43 dpp, tampoco
presenta un gran desarrollo lo que concuerda con lo descrito para P. guajava y P.
cujavillus (ahora P. guajava var. cujavillus (Burman) Krug & Urb. segln
https://tropicos.org/name/22105086) (Narayanaswami & Roy, 1960) y para la familia
Myrtaceae donde se describe a los suspensores como cortos, pequefios o ausentes
(Tobe & Raven, 1983).
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La forma del embrion al final del desarrollo coincide en parte con las descripciones
realizadas histéricamente para el género Psidium. Un embrién curvo (Legrand, 1968;
McVaugh, 1968; Rotman, 1976; Sanchez-Vindas, 1990; Nic Lughada & Proenca,
1996; Barroso et al., 1984), en forma de ‘C’ (Rotman, 1976; Landrum & Kawasaki,
1997; Lucas, 2007) o uncinado (McVaugh, 1968), carnoso, formado por un eje
hipocotilo-radicula (Barroso et al., 1984) donde el hipocétilo estd bien desarrollado
(Nic Lughada & Proenca, 1996), coincide con lo observado en nuestro trabajo. Sin
embargo, no hay coincidencia con la descripcion de la morfologia de los cotiledones,
los cuales en general se describen como delgados (Corner, 1976), foliaceos (Legrand,
1968), pequefios (Berg, 1855-1856 y 1857-1859; Corner, 1976; Rotman, 1976; Nic
Lughada & Proencga, 1996) a muy pequefios (Legrand, 1968; Sanchez-Vindas, 1990)
0 rudimentarios membranaceos (Barroso et al., 1984); donde un hipocétilo mas
desarrollado que los cotiledones representa una estrategia evolutiva para la
incorporacion de nutrientes en el embrion a nivel del hipocétilo (Landrum &
Kawasaki, 1997). En base a esta caracteristica de cotiledones reducidos, sin
funciones haustoriales o de reserva, la morfologia del embrion de Psidium fue
clasificado como paracotiledonar (Vogel, 1980) por Gomes (2015). Nuestras
observaciones indican que los cotiledones son largos, llegan casi a la mitad de la
distancia del eje hipocétilo-radicula, y acumulan contenidos globulares en sus
células. Esto indica que, aunque en menor proporcion que el eje hipocdtilo-radicula,
los cotiledones en Psidium cattleyanum también cumplen una funcion de

acumulacion de reservas y deben interpretarse como verdaderos cotiledones.

2.6.2. Endospermo

El endospermo observado es de tipo nuclear (Souza-Pérez & Speroni, 2017). En las
primeras fechas de nuestro muestreo los nucleos, grandes y con varios nucléolos,
estan sostenidos por velos citoplasméaticos como se observa en Psidium guajava y P.
cujavillus (ahora P. guajava var. cujavillus (Burman) Krug & Urb. segln
https://tropicos.org/name/22105086)  (Narayanaswami & Roy, 1960). La
celularizacion, que comienza entre los 36 y 43 dpp, avanza desde la zona micropilar

como en Psidium guajava y P. cujavillus (ahora P. guajava var. cujavillus (Burman)
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Krug & Urb. segin https://tropicos.org/name/22105086) (Narayanaswami & Roy,
1960) y desde la periferia hacia el centro. A los 67 dpp se observan restos de
endospermo (Nic Lughada & Proenca, 1996) aplastados contra el embridén que no
son despreciables en cantidad, por lo que las semillas maduras no serian
estrictamente exalbuminadas, lo mismo sucede en Psidium rufum DC donde se
registr6 presencia en semillas maduras de tejido albuminoso que los autores
adjudicaron a un posible endospermo (Soares et al., 2017). En general en el género
Psidium se clasifica a las semillas maduras como exalbuminadas (Rotman, 1976), al
igual que en el resto de las Myrtaceae (Schmid, 1980; Tobe & Raven, 1983), ya que
se considera que el endospermo es consumido durante el desarrollo del embrién
(Roy, 1953; Vijayaraghvan & Prabhakar, 1984). En algin caso puede quedar un
relicto (Nic Lughada & Proenca, 1996; Landrum & Kawasaki, 1997), por no haber
sido completamente consumido por el embrion (Wilson, 2010), como una capa en la

zona del micrépilo (Corner, 1976).

2.6.3. Nucelo

El nucelo, que consta de 4-7 capas de células, se mantiene hasta los 50 dpp luego de
lo cual las células son aplastadas por el embrion. Esto concuerda con lo reportado
para Psidium, donde se menciona un nucelo persistente de 2-3 capas, que
eventualmente se aplasta (Corner, 1976). Sin embargo, el nucelo de los polos
micropilar y chalazal persiste hasta el final. En la zona chalazal, observamos que el
nucelo forma una hipostasa. En Psidium guajava y P. cujavillus (ahora P. guajava
var. cujavillus (Burman) Krug & Urb. segun https://tropicos.org/name/22105086) el
nucelo tiene un gran desarrollo de hipostasa en la semilla madura (Narayanaswami &
Roy, 1960). En muchos taxa, el nucelo de la zona chalazal se modifica durante el
desarrollo del évulo (Tilton, 1980) y la modificacion mas comun es la formacion de
una hipostasa, definida por primera vez por Van Tieghen en 1869 como cualquier
modificacion que presente la chalaza (Tilton, 1980). Esta definicion es amplia y ha
sido modificada por varios autores a lo largo de los afios. Dentro de los mas
relevantes esta Tilton (1980) que describe a la hipostasa como un grupo de células

modificadas, con paredes usualmente lignificadas, ubicadas generalmente dentro de
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la zona chalazal del 6vulo, pero que puede rodear una porcion del megagametofito
femenino y extenderse parcialmente hacia la zona micropilar y ocupar la mitad del
ovulo. Von Teichman & Van Wyk en 1991, consideraron a la hipostasa como tejido
nucelar de la zona chalazal, aunque distinguen dos categorias, hipostasa sensu stricto
y sensu latu. Hipostasa s.s. comprende a un grupo de células con paredes ligeramente
engrosadas que se ubican en la zona chalazal y que no se extienden en superficie, ni
participan en la formacion de la cubierta seminal, sino que tendrian un rol en la
nutricion del saco embrionario. La hipostasa s.l. la definen como un conjunto de
células nucelares de la region chalazal, que inicialmente forman una especie de
disco, las células contienen taninos, y que luego proliferan junto con la chalaza en el
desarrollo de la cubierta seminal, formando parte de ella. En este altimo caso, la
hipostasa tendria una funcion de proteccion del embrion (Von Teichman & Van
Wyk, 1991). La hipostasa s.l. fue reportada en Eugenia (Van Wyk & Botha, 1984).
Es interesante la asociacion que existe entre la presencia de hipostasa y ciertos
estados de caracteres ancestrales como en Ovulos bitégmicos (73 %), Ovulos
crasinucelados (72 %), endospermo nuclear (74 %), semilla pequefia (68 %), hébito
lefioso (64 %) y habitat tropical (58 %) (Von Teichman & Van Wyk, 1991). Psidium
cattleyanum cumple con todos los estados de los caracteres mencionados, por lo que
no es extrafio que presente hipostasa. Para el género Psidium estd reportada la
presencia de una hipostasa parduzca de paredes finas (Corner, 1976). En Psidium
cattleyanum observamos que la hipostasa tiene forma de casquete y se ubica por
debajo de otras células nucelares comunes. Esto estd de acuerdo con lo observado
para 6vulos crassinucelados, donde un conjunto de células nucelares se encuentra
entre la hipostasa y el saco embrionario (Batygina, 2002). Estas células nucelares se
consumen durante el desarrollo de la semilla, por lo que la hipostasa queda
finalmente en contacto directo con el embrién (Batygina, 2002). Sin embargo, en
nuestras observaciones esto no sucede, ya que quedan relictos de estas células en las
semillas maduras. La hipostasa evoluciona durante el desarrollo seminal y, desde las
primeras fechas de muestreo en nuestro trabajo, presentaba células modificadas con
pared gruesa y contenidos corpusculares. En etapas posteriores del desarrollo, las

células se rellenaron completamente con contenidos de color rojo o &mbar. La
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hipostasa, que es un tejido especializado, suele modificarse durante el desarrollo de
la semilla engrosando sus paredes, en algunos casos lignificandose, y rellenando sus
células con taninos (Boesewinkel & Bouman, 1984). En Chorisia speciosa A. St.-
Hil. se determind que los contenidos celulares de la hipostasa correspondian a
compuestos taniferos (Marzinek & Mourdo, 2003). La hipostasa puede actuar como
barrera al pasaje de agua desde la chalaza al saco embrionario, ya que los taninos
impiden el transporte simplastico, mientras que las paredes engrosadas limitan el
transporte apoplastico (Von Teichman & Van Wyk, 1991). Las células centrales de
la hipostasa observadas en nuestro trabajo, que se organizan para formar un pico que
se introduce entre las células del nucelo mas internas para conectar con el
endospermo, pueden ser una evidencia anatobmica de que la hipostasa suministra
nutrientes al endospermo y/o facilita la traslocacion de nutrientes al saco embrionario
y luego al embrion (Von Teichman & Van Wyk, 1991). Asi la hipostasa actuaria
inicialmente como conector entre la chalaza y el saco embrionario, y posteriormente
con endospermo y embrion, facilitando el pasaje de nutrientes y regulando el pasaje
de agua (Boesewinkel & Bouman, 1984).

2.6.4. Cubierta seminal

La forma como se desarrolla la cubierta seminal no solo proporciona informacion
sobre un conjunto importante de caracteres para la especie, sino que también ayuda a
interpretar de manera correcta como esta conformada la cubierta seminal en la
semilla madura, ya que muchas estructuras aparentemente idénticas, pueden tener
diferentes origenes (Boesewinkel & Bouman, 1984).

La cubierta seminal de muchas de las especies de la familia Myrtaceae esta
conformada por tegumento interno y externo (Beardesell et al., 1983), sin embargo,
en la subfamilia Myrtoideae esta formada solo a partir del tegumento externo (Van
Wyk & Botha, 1984) como estd reportado para Psidium guajava y P. cujavillus
(@hora P. guajava var. cujavillus (Burman) Krug & Urb. segun
https://tropicos.org/name/22105086) (Narayanaswami & Roy, 1960).

En Psidium cattleyanum, a pesar de que los 6vulos son bitégmicos (Corner, 1976;

Souza-Pérez & Speroni, 2017), estd registrado que generalmente el tegumento
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interno, no es multiplicativo ni se lignifica en el desarrollo de la semilla, colapsa
(Corner, 1976) en etapas tempranas del desarrollo seminal (Souza-Pérez & Speroni,
2017) y la cubierta seminal estd formada solo por el tegumento externo que
lentamente se esclerosa (Corner, 1976). El micrépilo, que originalmente en el dvulo
estd formado por ambos tegumentos y tiene forma de zig-zag (Souza-Pérez &
Speroni, 2017), termina siendo, segun la interpretaciéon de Corner (1976), un
exostoma con apariencia de endostoma. Si bien existe ambiguedad en esta
descripcidn, establece que el origen del micropilo es a partir del tegumento externo.
Nuestras observaciones, sin embargo, indican que ambos tegumentos participan en la
formacion de la cubierta seminal; que el micropilo estd formado solo por el
tegumento interno, alrededor del cual se forma un opérculo; y que el tegumento

externo ademas de esclerosarse forma una sarcotesta.

2.6.4.1. Tegumento externo: La epidermis externa del tegumento externo presenta a
los 22 dpp cuatro capas de espesor, cuatro veces mas de lo que se observa en el évulo
(Souza-Pérez & Speroni, 2017). En cambio, en Psidium guineense Sw. y P. australe
var. argenteum (Berg.) Landrum, la epidermis se mantiene de una sola capa de
espesor (Moreira-Coneglian, 2011). La sarcotesta, que segun nuestras observaciones
comienza a formarse a partir de los 43 dpp por crecimiento en altura de las células
epidérmicas, se desarrolla en P. guineese y P. australe var argenteum por
alargamiento de las células de la zona externa del mesotegumento del tegumento
externo, quedando la capa de epidermis por fuera de ella (Moreira-Coneglian, 2011).
El término sarcotesta se aplica a la parte externa carnosa de la cubierta seminal
(Boesewinkel & Bouman, 1984), por lo que puede formarse de distinto origen
(Corner, 1976). Landrum & Sharp (1989) mencionan para Psidium la presencia de un
tejido carnoso (o blando) en la cubierta de la semilla, pero dudan si el mismo
proviene del endocarpo del fruto. El registro de la sarcotesta de las semillas de P.
cattleyanum que se realiza en este trabajo, es el segundo en la literatura para la
familia Myrtaceae (Moreira-Coneglian, 2011) y el primero que identifica su origen a
partir de la epidermis. Las semillas de Psidium cattleyanum pueden clasificarse

entonces como “sarcotestal seeds” (Schmid, 1986). La presencia de sarcotesta en las
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semillas se asocia a mayor contenido de agua frente a las semillas que no tienen tal
condicién (Monteiro et al., 2021), y esta caracteristica puede indicar que las semillas
gue presentan sarcotesta son sensibles a la desecacion (Scalon et al., 2012). La
sarcotesta siempre tiene asociada una capa esclerenquimatosa por debajo
(Boesewinkel & Bouman, 1984; Schmid, 1986), lo que concuerda con nuestros
resultados, ya que por debajo se ubica el mesotegumento, que coincide con la parte
de la cubierta seminal que se esclerifica.

Existen alrededor de 30 familias de angiospermas para las que se describe la
presencia de estomas en la cubierta seminal (Boesewinkel & Bouman, 1984) y las
Myrtaceae no estan incluidas en la lista. La ausencia de estomas en la cubierta
seminal fue confirmada en nuestro trabajo.

Las capas que forman la mesotesta del tegumento externo se multiplican en las
primeras fechas de muestreo como esta reportado para Psidium (Corner, 1976).
Ademas, las células crecen alargandose en sentido perpendicular al largo de la
semilla caracteristica que permite diferenciar a Psidium de otros géneros (Landrum
& Sharp, 1989). A partir de los 36-43 dpp comienza la lignificacion de todas las
células del mesotegumento, a diferencia de lo que sucede en Psidium guineese Sw. y
P. australe var. argenteum (O. Berg) Landrum, donde se esclerosan solo las capas
internas del mesotegumento, ya que la parte externa forma la sarcotesta (Moreira-
Coneglian, 2011). Al final del desarrollo, las células poseen paredes gruesas, con
puntuaciones visibles y con lumen pequefio, como estd registrado para Psidium
(Landrum & Sharp, 1989), aunque Corner (1976) describe células con lumen amplio
para esta zona del mesotegumento. Definir la ubicacion de la capa mecénica de la
cubierta seminal es importante ya que es uno de los aspectos mas caracteristicos de la
mismas (Corner, 1976) y se ha desarrollado un sistema de clasificacion al respecto
(Corner, 1976; Boesewinkel & Bouman, 1984). Sin embargo, no siempre es posible
aplicar la clasificacion. En algunos casos es dificil interpretar en la semilla madura la
procedencia de la capa esclerdtica y, en otros, se produce una combinacion de
distintos origenes de la misma, que lleva a confusiones sobre la interpretacion
durante la ontogenia. Por ello, muchas veces se describe simplemente como exotesta,

si hay una capa exterior ligeramente engrosada de la testa indiferenciada
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(Boesewinkel & Bouman, 1984). Para el género Psidium la descripcion de la cubierta
seminal se ha basado en caracteres generales presentes en la semilla madura. Se ha
separado de otros géneros por la consistencia 6sea de su testa (McVaugh, 1968;
Legrand, 1968; Rotman, 1976; Sobral, 2003), usualmente lisa y brillante para
algunos autores (Rotman, 1976) y aspera y opaca para otros (Landrum & Sharp,
1989; Landrum & Kawasaki, 1997). El tegmen fue definido como membranéaceo y la
cubierta dsea se interrumpe en el extremo micropilar donde se encuentra una
estructura formada de células de pared delgada, que fue interpretada como un
opérculo por Rotman (1976). En nuestro analisis sobre la ontogenia de estas
estructuras observamos que solo las células del mesotegumento se esclerosan para
formar la cubierta seminal. El caracter distintivo de la cubierta seminal es la capa
mecanica, la cual no necesariamente debe estar lignificada (Corner, 1976;
Boesewinkel & Bouman, 1984). La posicion y naturaleza de la/s capa/s de tejido
mecanico es/son de gran importancia, por lo que Corner (1976) cre6 una
clasificacion en base a esos dos estados del caracter (Boesewinkel & Bouman, 1984).
Si la capa mecénica se encuentra en la testa, las semillas se clasifican como “testal
seeds’, mientras que, si se ubica en el tegmen se clasifican como “tegmic seeds
(Corner, 1976). Ademas, se puede especificar, en particular en qué parte de la testa o
el tegmen se ubica. Asi, se distingue entre exo-, meso- y endotestal y exo-, meso- y
endotegmic seed, ademas estos tipos pueden a su vez dividirse de acuerdo a la forma
de las células mecéanicas (Corner, 1976; Boesewinkel & Bouman, 1984). En nuestro
caso la capa mecanica se ubica en el mesotegumento y las células son elongadas y
escleroéticas, por lo que las semillas de Psidium cattleyanum se ubican dentro de la
categoria de semillas con cubierta seminal de tipo mesotesta 0 “mesotestal seed-
coats’ (Corner, 1976; Boesewinkel & Bouman, 1984). En esta categoria se ubican

muchas de las semillas de especies de la familia Myrtaceae (Corner, 1976).

2.6.4.2. Tegumento interno: En nuestras observaciones el tegumento interno tiene
zonas que siguen distintas vias de desarrollo. La zona que recorre los margenes del
interior seminal cumple con las caracteristicas descritas para el género, ya que no es

multiplicativo y se mantiene de una a dos capas de células de espesor, aunque a

47



veces se observa aplastado (Corner, 1976). El hecho de que muchas veces se observe
aplastado, puede deberse a que las células que tienen paredes delgadas, se rompan o0
compriman durante el procesamiento histoldgico, ya que esta falta de consistencia
celular también fue observada en los 6vulos (Souza-Pérez & Speroni, 2017). Estas
células, que pueden ser persistentes en Psidium (Corner, 1976), y las de la zona de la
chalaza se caracterizan por contener sustancias y corpusculos que pueden ser
acumulos de taninos (Corner, 1976).

En contraste, la zona micropilar del tegumento interno es multiplicativa y forma
alrededor del micrépilo un opérculo. Esto esta de acuerdo con la idea de Bhojwani y
Bhatnagar (1974) que postulan que los opérculos, en general, se forman por la
proliferacion del tegumento interno en su zona apical (Carrillo-Ocampo &
Engleman, 2002). En los Gvulos de Myrtaceae, el micrépilo estd formado por los dos
tegumentos excepto en Thryptomene y Wehlia donde solo el tegumento interno esta
involucrado (Davis, 1966). El opérculo, conocido en inglés como operculum,
embryostega, stopped o plug (Boesewinkel & Bouman, 1984), es una especie de tapa
0 tapdn que se desprende de la cubierta seminal durante la germinacion para facilitar
que emerja la radicula en esa zona. Esta estructura se ha registrado en 25 familias de
eudicotiledéneas y 25 de monocotiledoneas (Bregman & Bouman, 1983;
Boesewinkel & Bouman, 1984) y es posiblemente de origen polifilético, por lo que
su funcion puede ser diversa (Boesewinkel & Bouman, 1984). En algunos casos
facilita la germinacién de las semillas, al desarrollar capas protectoras
mecanicamente fuertes en la cubierta de la semilla, que no ocasionan una presion o
resistencia extrema durante la germinacion (Boesewinkel & Bouman, 1984). En
otros casos, los opérculos solo proporcionan proteccion a la zona micropilar, que es
generalmente una parte de mayor debilidad de la cubierta seminal (Boesewinkel &
Bouman, 1984). En las especies de Myrtoideae que poseen semillas de cubierta dura,
un opérculo ubicado por debajo de la parte basal del eje hipocotilo-radicula, facilita
la emergencia del embridn durante la germinacion (Nic Lughadha & Proenca, 1996).
En Psidium cattleyanum la germinacién se da por la abertura del opérculo y posterior
protrusion de la radicula (Gomes et al., 2015). Del mismo modo en Psidium rufum

DC, la plantula inicia su desarrollo abriendo el opérculo a modo de tapa, por la
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expansion del eje hipocotilo-radicula en esa zona (Soares et al., 2017). En P.
sobralianum Landrum & Proenca en cambio, el opérculo abre dos dias antes que
emerja la radicula (Freitas et al., 2018). En las semillas maduras de Psidium
cattleyanum observamos que el micropilo sobresale de los margenes de la cubierta
seminal originada del tegumento externo, ya que el opérculo tiene una forma cénica
y la cubierta seminal apenas cubre parte de sus lados. Por lo tanto, el opérculo es una
protuberancia visible a simple vista en las semillas de P. cattelyanum. Algo similar,
aunque menos evidente, podemos observar si analizamos las imagenes de semillas
maduras de Psidium sobralianum Landrum & Proenca que se presentan en el trabajo
de Freitas et al. (2018). Sin embargo, basdndonos en imagenes del trabajo de
Guevara et al. (2020) sobre semillas maduras de Psidium guajava observamos que el
opérculo posee una forma de cono aplanado en el apice, no sobresale y permanece

por debajo del contorno de la testa seminal formada por el tegumento externo.

2.6.5. Placenta

La placenta es una zona de la flor de activa interaccion nutricional entre el carpelo y
los dvulos, que también ha proporcionado valiosos caracteres informativos para
resolver las relaciones filogenéticas de los siete géneros que componen la tribu
australiana Eucalypteae (Bohte & Drinnan, 2005). Estos autores observaron que la
dindmica de desarrollo de la placenta esta relacionada con el nimero y disposicion
final de los 6vulos en el ovario. Una placenta inicial de forma eliptica se observa en
todos los géneros de Eucalypteae y luego se divide en diferentes patrones de
expansion que determina un arreglo final de los 6vulos que los diferencia.

Al igual que la placenta expandida de Eucalypteae, en Psidium cattleyanum la
placenta estd bien desarrollada, es protrusiva en el ovario de la flor y se introduce
rellenando los l6culos del ovario (Narayanaswami & Roy, 1960; Castro et al., 2004;
Vasconcelos et al., 2019). Esta placenta, tradicionalmente llamada ‘peltada’,
corresponde a los margenes de los carpelos segun el analisis ontogenético realizado
por Pimentel et al. (2014) en Psidium cattleyanum y P. guineense, y es considerada
una condicién plesiomorfica dentro de Myrteae. Souza-Pérez y Speroni (2017)

confirmaron el origen carpelar de la placenta a través de estudios ontogenéticos del
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gineceo de las mismas plantas seleccionadas de P. cattleyanum que fueron utilizadas
en nuestro trabajo.

En las flores con dvulos anatropos, donde el micrépilo esta dirigido hacia la placenta,
los tubos polinicos crecen sobre la superficie de la placenta hacia el micrépilo
(Endress, 1994; Johri et al., 2001). En algunos casos la placenta se extiende, penetra
a través del micropilo y se ajusta a modo de capucha o dosel alrededor del nucelo,
sirviendo de puente para el tubo polinico (Maheshwari, 1950). Las caracteristicas
celulares indican una alta actividad metabodlica, proveyendo de sustancias que guian
y nutren al tubo polinico (Shivanna & Johri, 1985). Coincidentemente, en nuestro
trabajo pudimos observar que las células placentarias persisten durante el desarrollo
de la semilla con las mismas caracteristicas celulares que presentan en los 6vulos
jévenes. Durante la formacion de las semillas, las células placentarias se introducen
por el micrépilo convirtiéndose en una via de conexion nutricional para el embrion
en formacion. En la formacion de la testa seminal y méas precisamente del
endostoma, las células placentarias ubicadas en el micrépilo quedan aplastadas y se

mantienen algunos restos en la base del micrdpilo, junto a los restos de nucelo.

2.7. CONCLUSIONES

Las semillas a pesar de derivar de 6vulos anatropos adoptan una forma campilétropa
con el interior seminal en forma de C.

Los embriones durante su desarrollo siguen un patron secuencial morfolégico
globular, cordiforme, torpedo y finalmente forma ‘C’, ya que el eje hipocotilo-
radicula, que excede el largo del interior seminal, se pliega en la zona de la chalaza
adoptando una forma curva. Los cotiledones, en la madurez seminal, estan bien
desarrollados y se ubican en el apice del hipocétilo recostados sobre el eje
hipocotilo-radicula. EI embrién al final del desarrollo estd plegado en forma de Cy
las células del meristema fundamental estan rellenas de corpusculos que tifien de
rojo.

El patrén morfoldgico que sigue el embrion durante su desarrollo es el mismo en
todas las semillas analizadas para todas las plantas madres. Sin embargo, hay

diferencias cronoldgicas en la duracion de cada etapa morfoldgica del embrion segun
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la madre que le dio origen a la semilla, y a veces en semillas obtenidas del mismo
cruzamiento, lo que podria atribuirse a las diferencias en la ploidia de los embriones.
Embriones de menor ploidia enlentecen algunas etapas del desarrollo, aunque al final
todas las que fueron exitosas llegan al mismo estadio.

El nucelo persiste durante el proceso y forma una hipostasa en el extremo chalazal.
La hipostasa conecta el haz vascular que llega desde el funiculo con el endospermo.
El endospermo que es de tipo nuclear se celulariza a partir de los 36 dpp y se
mantiene en la semilla madura.

La cubierta seminal esta formada por el tegumento externo, la capa mecanica esta
formada por el mesotegumento lignificado, por lo que se clasifica a la semilla como
mesotestal-seed. Se forma una sarcotesta a partir de la epidermis del tegumento
externo.

Las células del tegumento interno se multiplican para formar el micrépilo, alrededor
del cual las células se lignifican para obtener al final del desarrollo un opérculo a
modo de tapa.

La placenta se introduce por el micrépilo y forma una estructura cdnica en la base del
nucelo.

Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo amplian los conocimientos de
la familia Myrtaceae y pueden contribuir aportando caracteres para las

delimitaciones taxondmicas.
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3.1. RESUMEN

Introduccion y objetivos: La apomixis es una forma de reproduccion asexual a
través de la formacién de semillas y en general, casi todas las especies apomicticas
gametofiticas son poliploides. Psidium cattleyanum, especie poliploide con variacion
en los niveles de ploidia, registra apomixis y requiere de polen para la fructificacion.
Se plantea: determinar si Psidium cattleyanum es apomictica facultativa, en qué
porcentajes se presenta la apomixis y la sexualidad, comparar si hay diferencias entre
plantas de distintas ploidias y analizar la contribucién materna-paterna a la formacion
del endospermo.

M&M: Se utilizo la citometria de flujo en semillas maduras (FCSS), obtenidas de

cruzamientos dirigidos entre dos accesiones de Psidium cattleyanum octoploides y
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dos heptaploides, para determinar los contenidos relativos de ADN de embrion:
endospermo.

Resultados: Las 492 semillas analizadas se distribuyeron en relaciones: 2:5 (64,2%;
apomixis), 2:3 (4,7%; sexualidad entre gametofitos reducidos), 1:3 (0,4%;
partenogénesis haploide), 2:6 (2,5%; apomixis) y 2:7 (0,2%; apomixis), y 3:5 (8,7%;
sexualidad). Ademas, 95 semillas (19,3%) presentaron las relaciones 2:3:5 y 2:4:6,
relacionado con sacos embrionarios apomicticos no reducidos con tres nicleos
polares en la célula media y la formacion y coexistencia en el endospermo de ndcleos
con dos niveles de ploidia.

Conclusiones: Psidium cattleyanum es apomictica facultativa pseudégama, presenta
diplosporia pseuddgama (85,9%), sexualidad (13.7%) y partenogénesis polihaploide
(0,4%). Se observaron diferencias entre madres de diferentes ploidias, donde plantas
madre 8x formaron semillas sexuales en un 24 % y madres 7x solo en un 3 %. La
contribucion materna:paterna al endospermo fue variable.

Palabras clave

diplosporia, pseudogamia, sexualidad, partenogénesis haploide, polihaploide,
poliploidia

3.2. SUMMARY

Background and aims: Apomixis is a form of asexual reproduction, and almost all
gametophytic apomict species are also polyploids. Psidium cattleyanum, a polyploid
species with variation in ploidy levels, registers apomixis and the need for pollen for
producing fruits. The aims of the article were to determine the presence of facultative
apomixis in Psidium cattleyanum and the percentages in which apomixis and
sexuality occur, to compare the differences between plants of different ploidy levels
and to analyze the maternal-paternal contribution to the formation of the endosperm.
M&M: Flow cytometry on mature seeds (FCSS), obtained from directed crosses
between two octoploid and two heptaploid Psidium cattleyanum accessions, was
used to determine the relative embryo:endosperm DNA contents.

Results: The 492 seeds analyzed were distributed in different embryo:endosperm

ratios: 2:5 (64%; apomixis), 2:3 (5%; sexuality with reduced gametophytes), 1:3
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(0.4%; haploid parthenogenesis), 2:6 (2.4%; apomixis) and 2:7 (0.2%; apomixis),
and 3:5 (8.7%; sexuality). In addition, 95 seeds (19.3%) presented the ratios 2:3:5
and 2:4:6, related to non-reduced apomictic embryo sacs with three polar nuclei in
the middle cell and the formation and coexistence in the endosperm of nuclei with
two ploidy levels.

Conclusions: Psidium cattleyanum is a pseudogamous facultative apomictic,
presents pseudogamous diplosporia (85.9%), sexuality (13.7%) and polyhaploid
parthenogenesis (0.4%). Differences were observed between mothers with different
ploidy levels, where 8x mother plants formed sexual seeds in 24 % and 7x mothers
only in 3 %. The maternal:paternal contribution to the endosperm was variable.

Key words

diplospory, pseudogamy, sexuality, haploid parthenogenesis, polihaploid, polyploidy

3.3. INTRODUCCION

La poliploidia se define como la presencia de mas de dos juegos de cromosomas en
un ndcleo y es reconocido como uno de los procesos evolutivos més importantes en
angiospermas (Ramsey & Schemske, 1998) con méas del 70% de las especies
reconocidas como de origen poliploide (Jiao et al., 2011). La formacion de
poliploides puede ocurrir de diferentes maneras, en general se da por errores en la
meiosis que genera gametofitos no reducidos, que producen gametos masculinos y/o
odsferas con el nimero cromosémico de la especie (Bretagnolle & Thompson, 1995).
La unidn de estos gametos no reducidos genera progenie poliploide y es considerada
por esto una de las formas principales de obtener poliploides (Bretagnolle &
Thompson, 1995; Ramsey & Schemske, 1998). Varios autores han sefialado la
estrecha relacion entre la poliploidia y el sistema reproductivo de tipo apomictico
gametofitico (revisado en Hojsgaard & Hdérandl, 2019). La apomixis es una forma de
reproduccion asexual a traves de la formacion de semillas (Asker & Jerling, 1992).
En general, casi todas las especies apomicticas son poliploides (Nogler, 1984). Esta
reportado que, en poblaciones mixtas de especies que presentan diversos niveles de
ploidia, los citotipos impares tienen problemas para la reproduccién sexual y estan

mas relacionados a la reproduccién asexual (Kolat et al., 2017).
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La apomixis puede ser gametofitica o esporofitica de acuerdo a si hay o no
formacién de saco embrionario respectivamente y, en la primera via mencionada, se
reconocen los tipos aposporico o diplospérico dependiendo del origen de las células
involucradas en la formacion del gametofito femenino (Nogler, 1984; Asker &
Jerling, 1992). La meiosis falla o es eliminada en las plantas apomicticas lo que
representa una ventaja en el caso de las especies poliploides, muchas de las cuales
presentan apareamiento irregular de los cromosomas durante la meiosis y
disminucion de la fertilidad (Barke et al., 2020). Ademas de esto, en la apomixis
gametofitica se generan de manera regular gametofitos femeninos con oésferas no
reducidas, donde el desarrollo partenogénico compite con la fecundacién (Dickinson
et al., 2007), generando ploidias mayores que sus parentales.

Sin embargo, la fecundacion de la célula media en la mayoria de las plantas
apomicticas es todavia necesaria para el desarrollo del endospermo (revisado en
Hojsgaard & Horandl, 2019). La pseudogamia no sélo implica la fecundacion de la
célula media para la formacion del endospermo, sino que actda como un disparador
para que se desarrolle el embrion por partenogénesis (Asker & Jerling, 1992). En la
apomixis gametofitica la partenogénesis excluye uno de los procesos de la doble
fecundacién, la fusién de un gameto masculino con la oosfera; sin embargo, no
necesariamente se anula la fecundacion de la célula media (Nogler, 1984). En
especies sexuales existe un balance en la contribucion materna: paterna 2:1 para la
formacion del endospermo y, en los casos donde esta contribucion se vea alterada, el
embrién no se desarrolla (Johnston et al., 1980; Nogler, 1984). Sin embargo, en
especies apomicticas los balances en la contribuciéon materna: paterna en el
endospermo pueden ser diferentes (Quarin, 1999).

El género Psidium pertenece a la familia Myrtaceae, tribu Myrteae, subtribu
Pimentinae, cuyas especies se distribuyen en las regiones neotropicales del planeta.
El género cuenta con cerca de 100 especies entre las cuales se destaca Psidium
guajava L. por su alto valor econémico como frutal, pero también incluye otras
tantas especies con un alto potencial para el uso de madera, ornamentales y también
frutales como Psidium cattleyanum Sabine (Franzon et al., 2009). P. cattleyanum se

distribuye desde el noreste de Brasil hasta el este de Uruguay (Legrand, 1968;

63



Legrand & Klein, 1977; Brussa & Grela, 2007; Speroni et al., 2012; Sobral et al.,
2015). La especie ademés ha sido introducida en diversas regiones del mundo
(Huenneke & Vitousek, 1990; Elishoff et al., 1995; Koske & Gemma, 2006) donde
se ha transformado en una especie invasora (Huenneke & Vitousek, 1990; Koske &
Gemma, 2006). Es conocida por su valor ornamental y por el agradable sabor de sus
frutos; sin embargo, no se ha desarrollado aln todo su potencial como cultivo frutal
(Vignale & Bisio, 2005). Taxondmicamente se reconocen dos formas principalmente
diferenciadas por el color de sus frutos: P. cattleyanum f. cattleyanum que produce
frutos rojos y P. cattleyanum f. lucidum que produce frutos amarillos (Degener,
1939). La especie es poliploide con un nimero cromosomico basico igual a 11, no se
conocen materiales diploides y los niveles de ploidia en poblaciones naturales van
desde tetraploides hasta octoploides (Atchinson, 1947; Singhal et al., 1985; Raseira
& Raseira, 1996; Costa & Forni-Martins, 2006; Vazquez, 2014; Machado et al.,
2020; Machado & Forni-Martins, 2022). El estudio en tres poblaciones silvestres de
Brasil determind que la especie cuenta en dos de ellas con un solo nivel de ploidia 'y
en un caso con una proporcidn baja (7 %) de un segundo nivel de ploidia (Machado
et al., 2020); ademas, la mayoria de estas poblaciones estan formadas solamente con
individuos de la forma lucidum y solo en algunas coexisten ambas formas (Costa &
Forni-Martins, 2006; Machado & Forni-Martins, 2022). El origen de los distintos
citotipos en la especie no se conoce y se han sugerido tanto un origen alopoliploide
como autopoliploide basado fundamentalmente en caracteristicas y estudios
citogenéticos (Costa, 2009; Vazquez, 2014; Machado & Forni-Martins, 2022).
Psidium cattleyanum se propaga facilmente por semilla y presenta una elevada tasa
de germinacién (Franzon et al., 2009). Estudios realizados en progenies tanto de
Brasil como Uruguay mostraron una alta uniformidad morfolégica entre ellos y con
respecto a la planta madre (Raseira & Raseira, 1996; Vignale & Bisio 2005). La
misma uniformidad también fue observada en analisis isoenzimaticos (Ellshoff et al.,
1995). Estas evidencias, unidas a los altos niveles de ploidia y baja viabilidad de
polen (Raseira & Raseira, 1996), sugerian un sistema de reproduccion apomictico
(Franzon et al., 2009). La apomixis ya fue observada en otras especies de la familia,

en los casos estudiados se encontraron evidencias de apomixis de tipo aposporico,
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embrionia adventicia y poliembrionia (Johnson, 1936; Gurgel & Soubihe Sobrinho,
1951; Nic Lughadha & Proenca, 1996). Sin embargo, estudios recientes de la
ontogenia del 6vulo en algunos materiales de P. cattleyanum no mostraron sacos
embrionarios apospdricos ni embriones adventicios en individuos heptaploides y
octoploides (Souza-Pérez & Speroni, 2017). Basados en esas observaciones y en la
falta de evidencia de la ocurrencia de divisién mei6tica en la megéaspora se infiri6 un
origen diplosporico del saco embrionario. En ese mismo trabajo también se observo
que la fructificacién ocurre sélo con la llegada de polen viable al estigma, sin
importar su origen, sugiriendo, como en la mayoria de las especies apomicticas, la
presencia de pseudogamia. Una particularidad observada por las autoras de este
trabajo es la presencia de tres nucleos polares en las células medias de varios sacos
embrionarios (Souza-Pérez & Speroni, 2017) lo que podria tener consecuencias en el
nivel de ploidia del mismo y el balance embridn:endospermo.

Ademas del sistema apomictico también se han encontrado ciertas evidencias de
sexualidad en Psidium cattleyanum. Recientemente, el estudio con marcadores SSR
de tres poblaciones silvestres de Brasil determind diferentes grados de variabilidad
genética en las poblaciones relacionado con los diferentes niveles de ploidia
presentes en las mismas y explicando estos hallazgos como presencia de apomixis y
sexualidad (Machado et al., 2022). Es conocido que en la apomixis facultativa se da
cierto grado de sexualidad (Bicknell & Koltunow, 2004) y ambas vias pueden
convivir inclusive en la misma planta (Nogler, 1984).

La citometria de flujo aplicada a semillas (flow cytometric seed screen, FCSS)
permite determinar los distintos contenidos de ADN o niveles de ploidia presentes en
la semilla y, la relacion o balance que existe entre los mismos indica el origen
reproductivo de la misma (Matzk et al., 2000). Una semilla cuyo embrion se origind
por via sexual presenta una relacion de contenido de ADN entre embrion y
endospermo de 2:3, debido a la condicion 2C (1C+1C) del embrion y 3C
(1C+1C+1C) del endospermo. En el caso de semillas apomicticas el embrién
continua siendo 2C (2C+0) pero, la célula media que formara el endospermo es 4C
(2C+2C+0) por la falta de reduccién meidtica y por lo tanto, la relacion

embrién:endospermo es 2:4. Si es necesaria la fecundacion de la célula media para la
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formacion del endospermo (pseudogamia) éste serd 5C (2C+2C+1C) y la relacion
embrién:endospermo sera 2:5 (Matzk et al., 2000). Esta técnica ha sido utilizada con
éxito en varias especies como Hipericum perforatum (Matzk et al., 2001) y
Cotoneaster integerrimus (Mackova et al., 2020); y géneros como Crataegus,
Mespilus (Talent & Dickinson, 2007) y Boechera (Aliyu et al., 2010) permitiendo
determinar los modos reproductivos de cada uno.

Los objetivos de este trabajo fueron 1) Determinar si Psidium cattleyanum es una
especie apomictica facultativa 2) Establecer en qué porcentajes se presenta la
apomixis y la sexualidad 3) Comparar si hay diferencias en los modos reproductivos
de plantas con ploidia par (8x) y plantas de ploidia impar (7x) y 4) Analizar la
contribucién materna-paterna a la formacion del endospermo.

Para ello se utilizé la técnica de citometria de flujo en semillas maduras obtenidas en
polinizaciones manuales. Para realizar los tratamientos de polinizacion se utilizaron
accesiones seleccionadas, dos octoploides (2n=8x=88) de la forma lucidum (frutos
amarillos) y dos heptaploides (2n=7x=77) de la forma cattleyanum (frutos rojos). A
partir de los balances del contenido de ADN embrién:endospermo obtenidos, se

interpreto el origen reproductivo de ambas estructuras.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Material vegetal

Para la obtencidn de las semillas de Psidium cattleyanum se realizaron polinizaciones
manuales entre dos accesiones octoploides (2n=8x=88) de frutos amarillos (I115 y
IV6) y dos accesiones heptaploides (2n=7x=77) de frutos rojos (IV1 y IV7). Los
niveles de ploidia y el nimero de cromosomas de estas accesiones fueron
previamente determinados (Vazquez, 2014). Las cuatro plantas han sido
seleccionados por sus buenas condiciones de sabor y fructificacion en el Programa de
Seleccién de Frutales Nativos (Facultad de Agronomia — Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria, Uruguay) y se mantienen en cultivo bajo evaluacion
agronémica en Uruguay, Dpto. Salto, Estacion Experimental de Facultad de
Agronomia Salto (EEFAS) (31°19'S, 57°41'W). Los vouchers de las plantas V7
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(Speroni 1041) y IV1 (Speroni 1042) de Psidium cattleyanum f. cattleyanum y de las
plantas 1115 (Speroni 1037) y 1V6 (Speroni 1040) de Psidium cattleyanum f. lucidum
fueron ingresadas al Herbario Bernardo Rosengurtt (MVFA), Facultad de
Agronomia, Universidad de la Republica de Uruguay. La viabilidad de polen de cada
planta fue evaluada previamente mediante test colorimétrico con cloruro 2,3,5 trifenil
tetrazolio (TTC) (Shivanna & Rangaswamy, 1992). La planta V7 no se utiliz6 como

dadora de polen porque no presenté polen viable en el afio de estudio.

3.4.2. Polinizaciones manuales

En los tratamientos se realizaron polinizaciones manuales entre los individuos de las
cuatro accesiones de Psidium cattleyanum. Flores elegidas al azar en cada arbol
fueron emasculadas una hora antes de la antesis, cuando las anteras estan aln
indehiscentes y el estigma fue aislado para prevenir la llegada de polen foraneo.
Cuatro horas después se polinizaron manualmente con polen de otra planta de la
misma o diferente ploidia (polinizaciones cruzadas) (Tabla 1). Para los tratamientos
de autopolinizacion se utilizd polen de la propia flor sin emascular y embolsadas
previo a la antesis para prevenir la contaminacion (Tabla 1). Los frutos fueron

seguidos hasta la madurez para la extraccion de las semillas.
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Tabla 1. Tratamientos de polinizaciones manuales en accesiones I1V1, V7
heptaploides (7x) y 1115, IV6 octoploides (8x) de Psidium cattleyanum.

Dador de polen

Receptor de polen 115 (8x) 1V 6 (8x) IV 1(7x)
115 (8x) Autogamia Polinizacion cruzada Polinizacion cruzada
8x x 8x 8x x 8x 8x x 7X
IV 6 (8x) Polinizacion cruzada Autogamia Polinizacion cruzada
8x x 8x 8X x 8x 8X X 7X
IV 1(7x) Polinizacion cruzada Polinizacion cruzada Autogamia
7X % 8X X % 8X X X 7X
IV 7 (7x) Polinizacion cruzada Polinizacién cruzada Polinizacion cruzada
7X % 8X 7X x 8X TX X 7X

3.4.3. Citometria de Flujo

Para determinar el modo de reproduccion de Psidium cattleyanum se utiliz6 el
método de analisis de citometria de flujo en semillas (FCSS) propuesto por Matzk et
al. (2000) con modificaciones que se detallan a continuacion. La variacion del
procedimiento incluyé el anélisis individual de cada semilla y el retiro mecénico de
la testa. El aislamiento de los nucleos se realiz6 mediante el procedimiento y el
buffer descrito en Galbraith et al. (1983), luego fueron filtrados en malla de 30 um 'y
tefiidos con 50pL del fluorocromo ioduro de propidio (Img/mL). Se utilizéd un
citémetro de flujo Partec CyFlow® Space (Partec GmbH, Miinster, Alemania) y las
diferentes poblaciones celulares se analizaron mediante el programa FloMax®
(Version 2.4d; Partec GmbH, Minster, Alemania). De esta forma, por cada semilla
analizada se midi6 el contenido de ADN relativo de los nucleos de los diferentes
tejidos de las semillas, que aparecen como diferentes picos en un histograma. La
relacion entre los picos correspondientes al embrion y el endospermo permiten
interpretar la via reproductiva de formacién de la semilla. Para determinar con mayor
precision la relacion entre los diferentes picos y variaciones en la ploidia del
embridn, en todas las mediciones se establecio la posicion del embrién (valor 2C)

modificando la ganancia del parametro FL1 del equipo de forma que esta poblacion
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se ubicara en el canal 50 de fluorescencia. Se verificé la poblacion correspondiente a
nacleos del embrién mediante determinacion del contenido de ADN en hojas,
utilizando como patrén interno a Solanum lycopersicum L. Para aquellas semillas en
las cuales el pico correspondiente a los nlcleos del endospermo se ubico en el canal
de fluorescencia 75 se considerd una relacion 2:3, correspondiente a la fecundacion
de la odsfera por un nucleo espermatico (1C+1C) y un endospermo correspondiente a
la fecundacion de dos nucleos polares por un nicleo espermatico (1C+1C+1C). Para
las semillas donde el pico del endospermo se ubicé en el canal de fluorescencia 125
se considerd una relacion 2:5 (2C+0:2C+2C+1C). Para ambas relaciones, 2:3 y 2:5,
la ploidia del embrion y el endospermo estara determinada por la presencia de
gametos femeninos y masculinos reducidos y no reducidos. Por lo tanto, se pueden
observar otras relaciones que indiquen distintos niveles de ploidia en embrién y
endospermo, dependiendo de la condicion reducida o no del saco embrionario y de

los gametos masculinos que participan en la fecundacion, (Matzk et al., 2000).

3.4.4. Andlisis Estadistico

La proporcién de semillas apomicticas y sexuales obtenidas en cada tratamiento de
polinizacion se analiz6 con un modelo lineal generalizado, asumiendo distribucion
binomial. Ademas, se realizaron contrastes ortogonales para comparar medias por
grupo de plantas con diferentes niveles de ploidia (segln la ploidia par vs impar) y de

plantas dadoras de polen.

3.5. RESULTADOS

3.5.1. Balances embrién:endospermo

La técnica de citometria de flujo en semillas revel6 una mayor diversidad de la
esperada en las vias de formacion del embrién y endospermo en Psidium
cattleyanum. Se analizaron 492 semillas de las cuales 316 (64.2 %) presentaron una
relacion 2:5 correspondiente a una via de formacion apomictica con fecundacion de
la célula media de un saco embrionario no reducido (pseudogamia) con un gameto

masculino reducido. Solamente 23 semillas (4.7 %) mostraron una relacion 2:3

69



correspondiente a eventos de sexualidad entre gametofitos reducidos. El resto de las
semillas se distribuyeron en otras relaciones de contenidos de ADN de tipo 1:3, 2:6,
2:7 y 3:5 (Tabla 2) que representan eventos de partenogénesis haploide (1:3),
apomixis (2:6 y 2:7) y sexualidad (3:5), con combinaciones diferentes entre un saco
embrionario (reducido o no reducido), fecundado por uno o dos gametos masculinos
(reducidos o no reducidos) para formar el embrién y el endospermo de cada semilla
(Fig. 1). Ademas de esto, en 95 semillas se observd la presencia de un tercer pico en
el histograma mostrando las relaciones 2:3:5 y 2:4:6, lo que esta relacionado con
sacos embrionarios apomicticos no reducidos con tres nucleos polares en la célula
media y la formacion y coexistencia en el endospermo de nucleos con dos niveles de
ploidia. En la Figura 2 se observan histogramas representativos de las principales

relaciones observadas.
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embrionario

olares

0oz
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icleos
osfer
m
relacién 1:3 2:3 3:5 2:5 2:6 2:3:5 2:4:6 2:7
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cadarelacién

47% 87% 64.2% 24% 02%
Semilla
formada
B embrion
Endospermo
M cubierta seminal

Fig. 1. Esquema representativo de las diferentes combinaciones de saco embrionario
y gametos masculinos para formar la semilla.
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Fig. 2. Histogramas representativos de las relaciones entre los contenidos de ADN
entre embrion y endospermo encontrados en la mayoria de las semillas de Psidium
cattleyanum y observados mediante la técnica de citometria de flujo en semillas
(FCSS). Los picos corresponden a las relaciones: A 2:3,B2:5yC 2:3.5.EnByC se
observa ademas un pico 4C (*) que pertenece a nucleos del embrion en fase G2.
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Tabla 2. Porcentaje de semillas de Psidium cattleyanum registradas en los diferentes
balances de contenido de ADN embrion:endospermo para cada tratamiento de
polinizacion manual. Se indica la relacion entre embrién:endospermo (6
embrién:endospermo:endospermo para los casos donde en el endospermo coexisten
nucleos con dos niveles de ploidia diferentes), el nivel de ploidia (7x u 8x) de las
plantas utilizadas (1115: 8x, IV6: 8x, IV1: 7x, IV7: 7x) y el total de semillas por

tratamiento.

Relacién de contenido de ADN embrién:endospermo

N° semillas
Tratamiento por 1:3 2:3 2:3:55 2146 2:5 2:6 2:7 355
tratamiento
Madres 8x
51115 40 5.0 17.5 57.5 20.0
1115%1V6 40 25 20.0 62.5 25 12.5
115x1vV1 41 9.8 22.0 2.4 51.2 4.8 9.8
IV6xIV6 42 2.4 16.7 50.0 2.4 28.5
IV6xI11I5 43 2.3 7.0 27.9 39.5 7.0 16.3
IV6xIV1 42 16.7 214 2.4 47.6 11.9
Madres 7x
IV1xIV1 44 9.1 27.3 63.6
IV1xIIS 40 7.5 2.5 85.0 5.0
IV1xIV6 40 25 20.0 75.0 25
IV7x1115 40 7.5 25 87.5 25
IV7xIV6 40 2.5 12,5 80.0 5.0
IV7xIV1 40 20.0 75.0 5.0
Total
semillas 492
analizadas
eP¥ 04 47 185 08 642 24 02 88
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3.5.2. Niveles de ploidia de gametofitos, embrién y endospermo

El nivel de ploidia del embrion en la mayoria de los casos (91 %), fue igual al de la
madre (7x y 8x). Sin embargo, se identificaron también contenidos de ADN para el
embrién correspondientes a 4x, 11x y 12x (Tabla 3). La contribucion
materna:paterna (m:p) a la formacion del endospermo fue variada, ademas del 2m:1p
esperado también se registraron 4m:2p y 4m:1p. La contribucion 2m:1p se presentd
solamente en un 5,1 % de los casos, 4m:2p fue de apenas 2,4 % y la mayor fue la
relacion 4m:1p en un 73 % de los casos. Ademas, el balance entre las ploidias de
embrién y endospermo presenté una gran variabilidad debido a la intervencion de
diferentes combinaciones de ploidias de las plantas involucradas y gametos
reducidos y no reducidos (Tabla 3). Los resultados obtenidos de contenido de ADN
de embrién y endospermo muestran que la mayoria de las plantas madres (94.9 %)
producen sacos embrionarios no reducidos, mientras que la mayoria de los granos de
polen involucrados (97 %) son reducidos, inclusive aquellos generados por la planta
7x los cuales poseen un contenido de ADN relativo equivalente a 4x (Tabla 3).
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Tabla 3. Detalle de los balances de ploidia embridén:endospermo (0
embrion:endospermo:endospermo para los casos donde en el endospermo coexisten
nacleos con dos niveles de ploidia distintos), en semillas de Psidium cattleyanum
obtenidas de tratamientos de polinizacion manual entre plantas heptaploides y
octoploides. Entre paréntesis se desglosa la ploidia de cada estructura, considerando
la ploidia de los gametos (g9 y g<) y nucleos polares (np) involucrados en darles
origen, segun la férmula: g@+(g9):(np+g<):np+np+gS donde (g°) y (hp+gJ)

pueden faltar.

Balance de ploidia embrion:endospermo (origen de cada uno)

1:3 2:3 2:3:5 2:4:6 2:5 2:6 2:7 3:5
8x
% 4:12 8:12 8:12:20 8:20 8:24 8:28 12:20
8x (4:4+4+4) (4+4:4+4+4) (8:8+4:8+8+4) (8:8+8+4) (8:8+8+8) (8:8+8+8+4) (8+4:8+8+4)
2 | 8
S % 8:12 8:12:20 8:15:23 8:20 8:23 12:20
= (4+4:4+4+4) (8:8+4:8+8+4) (8:8+7:8+8+7) (8:8+8+4) (8:8+8+7) (8+4:8+8+4)
IS 7x
©
N
2
o
8 X
Ry x 8:12 7:11:18 7:18 7:21
=} (4+4:4+4+4) (7:7+4:7+7+4) (7:7+7+4) (7:7+7+7)
o 7X
7x
x 4:12 8:12 7:11:18 7:15:22 7:18 7:22 11:18
8x (4:4+4+4) (4+4:4+4+4) (7:7+4:7+7+4) (7:7+8:7+7+8) (7:7+7+4) (7:7+7+8) (7+4:7+7+4)

3.5.3. Apomixis vs sexualidad

Para analizar si hay variaciones estadisticamente significativas entre eventos de
apomixis y sexualidad en los tratamientos realizados, los balances de contenido de
ADN encontrados se agruparon segun el origen sexual o apomictico pseudégamo. En
la distribucion de frecuencias (Figura 2 A) se observd un rango que va desde
ausencia de eventos de sexualidad en los tratamientos IV1xI1115 (7xx8x) y IV7xIV1
(7xx7x) hasta un méaximo de 31 % de sexualidad en el tratamiento IV6xIV6 (8xx8x).

Sin embargo, el andlisis estadistico realizado mostr6 que no hay diferencias
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significativas entre las proporciones de origen apomictico o sexual de las semillas
analizadas de cada tratamiento (p=0.05).

Para analizar si las proporciones de semillas de origen sexual o apomictico
pseudégamo estan condicionadas por la ploidia de la planta madre se agruparon
considerando la ploidia impar (7x) o ploidia par (8x) de la planta madre. Se observé
que de 248 semillas analizadas para plantas madres 8x un 24 % se formaron por via
sexual, mientras que para 244 semillas analizadas para plantas madres impares 7x
solo un 3 % se origino por via sexual (Figura 2b). El andlisis estadistico mostrd que
la distribucion de frecuencias por tipo de semilla de cada grupo de plantas madre (7x
vs 8x 0 impar vs par) presento diferencias significativas (p=0.0158).

En la comparacién de grupos segun la planta dadora de polen (1115, IV6 y 1V1) se
observo que la distribucidn de frecuencias de semillas de origen sexual en cada uno
es un poco mayor de 10 % (Figura 2c), sin diferencias significativas entre ellos
(p=0.05).
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Figura 2. Distribucién de frecuencias de semillas de origen sexual o apomictico en
polinizaciones manuales en Psidium cattleyanum teniendo en cuenta: A. tipo de
cruzamiento, B. nivel de ploidia de la planta madre (8x/7x), C. planta dadora de
polen. 1115 y IV6 plantas octoploides (frutos amarillos); IV1 y IV7 plantas

heptaploides (frutos rojos).

3.6. DISCUSION

El anédlisis individual de las semillas de Pisidium cattleyanum, obtenidas de
cruzamientos dirigidos por la técnica de citometria de flujo, permitié determinar el
balance embrién-endospermo, interpretar el origen de cada una de estas estructuras e

inferir la via reproductiva por la que se formé cada semilla. Los resultados obtenidos
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en este estudio nos permitieron determinar que el modo reproductivo de Psidium
cattleyanum es principalmente pseuddégamo facultativo con un balance
embrién:endospermo 2:5, pero que presenta ademas una variedad de otras
posibilidades de combinacion de las células reproductivas del saco embrionario y los
gametos masculinos. La apomixis se presenté en un 86,2 % de las semillas
analizadas, mientras que la sexualidad se encontr6 en un 13, 4 % y la partenogénesis
haploide en un 0,4 %. Si tomamos en cuenta a las plantas madres podemos decir que,
se encontraron diferencias significativas (p=0.0158), las madres de ploidia par (8x)
presentaron eventos sexuales en un 23,8 % de sus semillas; o sea, ocho veces mas

que en las plantas madres de ploidia impar (heptaploides rojas).

3.6.1. Psidium cattleyanum presenta apomixis facultativa

El balance en el nivel de ploidia entre embrion y endospermo de 2:5 se presentd en
un 64 % de las semillas analizadas, esta relacion se corresponde a semillas de origen
apomictico pseuddégamo (Matzk et al., 2000). El origen apomictico de las semillas
implica que los embriones son clones de la planta madre; por tanto, estos resultados
explican la uniformidad morfoldgica y molecular encontrada previamente en estudios
de descendencia obtenida por semillas (Ellshoff et al., 1995; Vignale & Bisio, 2005).
En particular el tipo de apomixis gametofitica puede deberse a diplosporia 6
aposporia; sin embargo, estudios anatomicos a nivel del 6vulo en estos mismos
materiales determinaron la ausencia de sacos embrionarios apospéricos y la casi nula
frecuencia de division meidtica de la célula madre de la megaspora, por lo que se
descartd la apomixis gametofitica aposporica y se postul6 la via diplospérica en estos
materiales (Souza-Pérez & Speroni, 2017). Para la familia Myrtaceae ya han sido
descritos sistemas reproductivos apomicticos pero de tipo poliembrionia adventicia
(Johnson, 1936; Gurgel & Soubihe Sobrinho, 1951; Nic Lughadha & Proenca, 1996).
Los reportes de poliembrionia se refieren a varias especies de los géneros Syzygium
(4x) y Plinia (2x) (Gurgel & Soubihe Sobrinho, 1951), y en Eugenia hookeri
(actualmente Luma apiculata) (Johnson, 1936). Con los resultados obtenidos en este

trabajo se confirma la via diplospdrica postulada por Souza-Pérez y Speroni (2017)
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en la familia y la necesidad de polen para el desarrollo del endospermo
(pseudogamia) en la especie estudiada.

A pesar de que la gran mayoria de las semillas son de origen apomictico, los eventos
de sexualidad se detectaron tanto en madres de ploidia par (24 %) como de ploidia
impar (3 %). Esto esta de acuerdo con que en la mayoria de los mecanismos de
apomixis estudiados se reporta un cierto grado de sexualidad (Bicknell & Koltunow,
2004). Las diferentes vias de formacion de la semilla encontradas indican por lo
tanto que Psidium cattleyanum es una apomictica facultativa, ya que conviven la
apomixis y la sexualidad en el mismo individuo (Asker & Jerling, 1992).

Ademas de producir semillas de origen apomictico (2C+0) y sexual (1C+1C), las
especies apomicticas facultativas pueden producir semillas por otras vias intermedias
a éstas (Bicknell et al., 2003) como el origen hibrido (2C+C) y la partenogénesis
haploide (1C+0) (Matzk et al., 2001; Krahulcova et al., 2004; Sharma & Bhat en
Tandon et al., 2020), vias que se encontraron en las semillas de P. cattleyanum. En
total se registraron siete y ocho balances diferentes entre embrién y endospermo, en
Psidium cattleyanum, para heptaploides y octoploides, respectivamente, lo que
demuestra una gran plasticidad de la especie. Aunque ésta es inusual, existen
registros en otras especies como Hypericum perforatum (Matzk et al., 2001) e
Hieracium rubrum (Krahulcova et al., 2004) donde los distintos niveles de ploidia
presentan alta plasticidad. La presencia de distintos origenes de la semilla y niveles
de ploidia, puede contribuir a explicar la diversidad observada dentro o entre las
poblaciones o complejos agamicos (Ozias-Akins, 2006). Un estudio de diversidad
genética con marcadores SSR en tres poblaciones silvestres de P. cattleyanum en
Brasil concluyé que la poblacion en la que se encontraban mayoritariamente
individuos de ploidia impar (7x) la diversidad genética era menor; mientras que, en
la que la ploidia de los individuos era par (6x) la proporcion de diversidad era mayor
(Machado et al., 2022). Estos autores explican los resultados obtenidos por la
presencia de apomixis y sexualidad, lo que esta de acuerdo con los porcentajes de
semillas de origen apomictico y sexual para las madres de ploidia impar y par

estudiadas por nosotros.
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Si bien en especies apomicticas facultativas el modo reproductivo estd regulado
genéticamente, el porcentaje en el que se expresa cada uno esta influenciado por el
ambiente (Asker & Jerling, 1992). Tanto las fluctuaciones de temperatura como la
disponibilidad de horas de luz pueden afectar el comportamiento reproductivo
(Hjelmqvist & Grazi, 1964; y Brix, 1977 en Asker & Jerling, 1992) y se cree son los
disparadores naturales de la expresion meidtica (Hojsgaard & Hoérandl, 2019). En
citotipos poliploides, apomicticos apospodricos, el 6vulo es menos sensible al
fotoperiodo prolongado y responde en menor medida a la formacion de dvulos
sexuales de manera que la poliploidia permitiria amortiguar mejor el estrés ambiental
y desarrollarse apomicticamente (Ulum et al., 2020). El sistema reproductivo del tipo
apomictico se ha relacionado en varias especies con la presencia de hibridos o la
poliploidia (Sartor et al., 2009; Delgado et al., 2014; Asker & Jerling, 1992). La
relacion de la poliploidia con la apomixis se basa en la observacion que las
poblaciones naturales de especies apomicticas son casi en su mayoria poliploides
(Hojsgaard & Horandl, 2019). La duplicacion de los genes omitiria la
megaesporogeénesis, resultando en supresion de la sexualidad y favoreciendo la
expresion de la apomixis (Hojsgaard & Hdérandl, 2019). EIl género Psidium cuenta
con el 90 % de las especies y citotipos poliploides y los niveles de ploidia impar, si
bien son mas raros, se asociaron frecuentemente a individuos con alteraciones en la
reproduccién sexuada, resultado de irregularidades meidticas (Costa, 2009). En el
caso de P. cattleyanum los niveles de ploidia van desde tetraploides hasta octoploides
(Atchinson, 1947; Costa & Forni-Martins, 2006). Los embriones de las semillas
analizadas, formados por eventos apomicticos o por sexualidad, presentaron niveles
de ploidia tetraploides, heptaploides, octoploides, undecaploides y dodecaploides.
Siendo el undecaploide (2n=11x=121) un nuevo registro de este nivel de ploidia para
la especie. En las especies apomicticas facultativas tanto la apomixis como la
sexualidad pueden ocurrir en una misma planta (Nogler, 1984) y, por lo observado en
nuestros resultados, inclusive pueden encontrarse semillas de ambos origenes en un
mismo fruto. Resultados similares fueron observados en las progenies de semillas

provenientes de poblaciones naturales de Brasil en las cuales de un mismo fruto se
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obtuvieron plantas con distintos niveles de ploidia, desde triploide hasta decaploide y
dodecaploide (Machado & Forni-Martins, 2022).

En todos los casos, los embriones de Psidium cattleyanum con carga cromosémica
mayor que sus parentales se formaron por fecundacién de la odsfera no reducida,
esto esta de acuerdo con lo registrado para poblaciones naturales de otras especies
(Schinkel et al., 2017; Mackova et al., 2020) donde es mas comun que se fecunde un
gameto femenino no reducido con un gameto masculino reducido que al revés
(Harlan & De Wet, 1975; Krahulcova et al., 2004). La relacion 3:5, que corresponde
a este tipo de evento sexual (Matzk et al., 2000), se presento en casi un 9 % de las
semillas analizadas. Esta proporcion es alta comparada por ejemplo con
cruzamientos realizados entre especies de Hieracium hexaploides (3.98 %)
(Krahulcova et al., 2004). Las variaciones en porcentajes pueden deberse a la aptitud
de las madres para poder generar gametos no reducidos, asi como ser pasibles de
aceptar la fecundacion. Ademas, es importante considerar la compatibilidad entre los
progenitores (Krahulcova et al., 2004). La generacion de gametos no reducidos y la
hibridacién sexual (2n+n) representan la mayor ruta para la induccion de poliploides
(Harlan & De Wet, 1975; Schinkel et al., 2017). Estas hibridaciones explican la
presencia de distintos citotipos (ploidias) en una misma poblacién (Hajrudinovic™ et
al., 2015). En Psidium cattleyanum el andlisis de los niveles de ploidia en los
individuos de varias poblaciones silvestres de Brasil determind que la mayoria de las
poblaciones presentaban un Unico nivel de ploidia, y en otras predominaba uno y otro
u otros se encontraban en menor proporcién (Machado et al., 2022), lo que estaria
probablemente relacionado con un origen apomictico y sexual respectivamente. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que los analisis realizados por esta autora, al igual
que los nuestros, fueron realizados sobre semillas de frutos por lo que la proporcién
de los distintos niveles de ploidia presentes en poblaciones silvestres deberia ser
confirmada con el estudio de hojas de las plantas madres, tanto en poblaciones de
Brasil como Uruguay. Un porcentaje de sexualidad en especies apomicticas, aunque
sea residual, permite la formacion de hibridos asi como la génesis de nuevos biotipos
(Lepsi et al., 2019), cobrando gran importancia en el mejoramiento ya que la

presencia de plantas de origen sexual puede ser usada como fuente de variabilidad en
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el mejoramiento genético de la especie ademas de permitir la creacion de nuevos

genotipos recombinantes en poblaciones naturales (Sartor et al., 2011).

3.6.2. La meiosis ocurre en Psidium cattleyanum, aunque en baja proporcion

En las semillas analizadas encontramos (0,4 %) tetrahaploides (4x) que se
corresponden con una partenogénesis haploide y por lo tanto una relacion de
contenido de ADN embrién-endospermo 1:3 (Matzk et al., 2000). En el proceso de
formacion de un polihaploide ocurre meiosis (hay recombinacion) pero se elude la
fecundacién, el embrién se forma por partenogénesis y cuenta con la mitad de la
carga cromosomica de la planta madre (Asker & Jerling, 1992), por lo que muchos
autores lo consideran un proceso apomictico (Maheshwari, 1950; Johri et al., 2001).
Tanto en poblaciones naturales como en cruzamientos dirigidos la partenogénesis
para formar haploides ha sido observada en baja proporcion y en general es poco
exitosa (Asker & Jerling, 1992). Estas plantas son en general de lento crecimiento,
mas pequefias de lo normal y estériles (Marks, 1955). Sin embargo, las plantas
polihaploides se parecen morfolégicamente a otras de origen hibrido y son dificiles
de distinguir a campo (Krahulec et al., 2011). De cruzamientos reciprocos entre
Pilosella rubra (apomictica 6x) y Pilosella officinarum (sexual 4x) se obtuvo alta
frecuencia de progenie polihaploide, de las cuales las plantas que eran fértiles
producian descendencia por partenogénesis (Rosenbaumova et al., 2012). La
frecuencia de polihaploides producidos en Pilosella aumenta al aumentar la ploidia
de la madre, inclusive se da en madres de ploidias impares (5x y 7x) (Krahulec et al.,
2011). La formacion de polihaploides podria explicar el origen de algunas de las
ploidias impares en P. cattleyanum, como ser para los casos donde coexiste
descendencia triploide con hexaploide y tetraploide con octoploide germinadas de
semillas de un mismo fruto que fueron colectados de poblaciones silvestres en Brasil
(Machado & Forni-Martins, 2022). El registro de polihaploides también significa que
a pesar de que no se observé meiosis en la megaspora (Souza-Pérez & Speroni,
2017) ésta ocurre aunque en baja proporcion. La mayoria de los gametos femeninos
involucrados en los cruzamientos son no reducidos (94,9 %), lo que apoya las

observaciones de falta de meiosis, asi como que P. cattleyanum es una especie
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apomictica. Sin embargo, existen excepciones como las encontradas y la posibilidad
de disponer de plantas haploides para la mejora genética. En arboles frutales esto es
deseable, particularmente en casos donde el mejoramiento es dificil debido a la alta
heterocigosis, largos intervalos entre las generaciones, asi como la partenocarpia y la

autoincompatibilidad (Rajasekaran & Mullins, 1979).

3.6.3. Gameto masculino reducido y no reducido

Los gametos masculinos involucrados en las fecundaciones tanto de la odsfera como
de los nucleos polares fueron mayoritariamente reducidos (96,8 %). La reduccion en
los casos de plantas dadoras de polen de ploidia par 8x fue a gametos con un
contenido de ADN de 4x, mientras que en plantas dadoras de polen de ploidia impar
7x el valor 2C presente en esos gametos sorpresivamente fue también similar a 4x.
Los estudios de meiosis en Psidium son escasos, posiblemente por el pequefio
tamafio de sus cromosomas (1,41 a 2,7 um) y su elevado ndmero (Vazquez, 2014).
Asimismo, también difieren en los resultados observados en los distintos materiales y
niveles de ploidia analizados. En un material heptaploide de Psidium coriaceum (syn.
Psidium cattleyanum) se observo una alta frecuencia de meiosis anormal, con
formacion de bivalentes (17-23) y univalentes (31 a 43) con una frecuencia media de
20.6;; + 35.7,; ademas, se determind un 80 % de esterilidad en los granos de polen
(Singhal et al., 1985). En el caso de un citotipo octoploide (8x) en metafase I, si bien
la mayoria de las asociaciones fueron en forma de bivalentes, también se observaron
univalentes y distintos grupos de multivalentes (V1 +IVo+1Iz+117+1;) (Singh,
2005). Nuestros resultados constantes de gametos masculinos (que llegaron a
fecundar) con contenido de ADN siempre proximo a 4x puede interpretarse como
cierta regularidad en la meiosis de los individuos estudiados o una seleccién de los
granos de polen mas euploides y balanceados. El nivel de ploidia de todos los
gametos sugiere la formacion de 33, + 11, en el caso de las plantas madres 7x y un
control genético de la meiosis ya que estos Ultimos deberian segregar todos juntos
hacia uno de los polos. En poliploides impares puede darse cierta regularidad en la
meiosis como es el caso de Rosa canina (Kovarik et al., 2008). En ella el citotipo

mas comun es pentaploide (5x, con x=7) y tiene descrita un tipo de meiosis particular
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llamada “meiosis canina”. Durante la meiosis de la microspora y megéaspora se
forman 7, + 21, Para la formacion del grano de polen sélo se toman en cuenta siete
cromosomas provenientes de los bivalentes y el resto de los cromosomas se
descartan y asi las células son 1x; mientras que, para la formacion de la megaspora es
al revés, solo se toman en cuenta siete cromosomas derivados de los bivalentes mas
los 21 cromosomas de los monovalentes, el resto se descarta asi las células formadas
son 4x. Con la fecundacion se repone la carga cromosémica 5x (1x+4x) (Tackholm,
1920 en Kovarik et al., 2008).

El origen poliploide de Psidium cattleyanum no se conoce, algunos autores basados
en estudios citogeneéticos clasicos han sugerido que la especie tendria un origen
autoploiploide (Vazquez, 2014; Machado, 2016). Mientras que basado en datos de
citogenética molecular y la localizacion in situ de sondas de ADN ribosomal para un
citotipo 6x (rojo), también se ha sugerido un origen alopoliploide (Costa, 2009). La
presencia de genomios diferentes o un origen alosegmental podria explicar la
presencia de bivalentes, univalentes en distintas frecuencias y ausencia de
multivalentes llevando a gametos con un contenido similar al esperado para cuatro
genomios para ambos tipos de padres. También debemos considerar la posibilidad de
que estos son los tipos de gametos viables que estamos observando.

Los gametos masculinos no reducidos se presentaron en baja proporcion (3,2 %)
comparado con otros estudios en los que basados en analisis citoldgicos se encontro
un promedio de 8,5 % para tres citotipos triploides y un 31,3 % para un citotipo
tetraploide (Barbosa, 2016). Ademas, en dos variedades cultivadas de Psidium
cattelyanum el indice meidtico estuvo entre 46-65 (amarillo 5x) y 24-42 (rojo 6x)
(Raseira & Raseira, 1996). Si bien la formacion de gametos no reducidos esta
registrada para varios géneros (Harlan & De Wet, 1975; Bretagnolle & Thomson,
1995; Kreiner et al., 2017), los porcentajes en los que aparece no estan detallados en
todos. En general se habla de ausencia o presencia y estan dadas, mas que nada, para
plantas cultivadas (McCoy, 1982; Veilleux et al., 1982). Se sabe que es variable
entre especies o cultivares (Kreiner et al., 2017), inclusive en Solanum phureja varia
entre flores e inclusive dentro de los I6culos de una misma antera (Veilleux et al.,

1982). Si bien a nivel de poblaciones la frecuencia en la que aparece es muy baja y
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son muy pocos los individuos que presentan alta frecuencia (Kreiner et al., 2017), los
gametos no reducidos estan vinculados en los procesos de formacion de poliploides
(Harlan & De Wet, 1975; Kreiner et al., 2017). Sin embargo, en nuestro estudio los
gametos masculinos no reducidos estuvieron asociados a las relaciones 2:6 y 2:4:6
por lo que no incidieron en aumentos de niveles de ploidia del embridn. Los niveles
de ploidia altos (11x y 12x) encontrados en los embriones se deben a sacos
embrionarios no reducidos (2C+C) fecundados por gametos masculinos reducidos
que es el tipo de evento mas comun de formacion de poliploides encontrados en la
naturaleza (Harlan & De Wet, 1975). La baja proporcion de gametos masculinos no
reducidos respecto a los femeninos esta de acuerdo con resultados obtenidos para
otros géneros como en Sorbus (Lepsi et al., 2019) y cumplen con la premisa general
que la apomixis involucra principalmente gametos femeninos no reducidos, mientras
de que la meiosis de la microsporogénesis no se veria afectada predominando la

produccion posterior de gametofitos masculinos reducidos (Asker & Jerling, 1992).

3.6.4. Contribucién materna-paterna en la formacion del endospermo

La formacion del endospermo fue en todos los casos producto de la fecundacion de
los nucleos polares (pseudogamia). Hubo casos en los que intervinieron gametos
reducidos, otros no reducidos y la combinacion de ambos. Esto llevo por lo tanto a la
formacion de endospermos con distintos grados de ploidia y lo que es mas
importante ain, es que se encontraron diversidad de balances embridn-endospermo.
El éxito en el desarrollo del embridn se debe, en la mayoria de las especies, al
desarrollo normal del endospermo (Brink & Cooper, 1947). En las semillas de origen
sexual hay un efecto dosis en la formacion del endospermo que esta determinada por
una contribucién materna:paterna 2:1 y donde esta relacion, o balance del
endospermo, actia como barrera abortando el desarrollo de la semilla cuando esta
relacion no se cumple (Johnston et al., 1980; Nogler, 1984). Sin embargo, la
evolucidn de la apomixis conlleva a cambios en la contribucion del ADN por lo que
también habrd cambios en las dosis aceptadas (Nogler, 1984). En apomicticas donde
la contribucién materna al endospermo es 2x 0 4x la dosis 2m:1p parece ser

estrictamente necesaria, pero cuando la contribucion materna excede 4x (6x) hay una
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desensibilizacion y ya no hay requerimientos para la formacion del endospermo
(Quarin, 1999). En Psidium cattleyanum la citometria mostré que existirian
diferentes dosis 2m:1p (5,1 %), 4m:1p (73,0 %) y 4m:2p (2,4 %). Cada una de estas
relaciones esta asociada a distintos eventos: la primera es la dosis esperada para los
casos de sexualidad (con saco embrionario reducido) y polihaploidia; la segunda se
da en casos de diplosporia y de sexualidad (con saco embrionario no reducido);
mientras que la mas rara seria la Gltima (diplosporia con gameto masculino no
reducido); no obstante, hay reportes de este tipo de dosis en Arabis holboelli (Nogler,
1984) donde se mantiene la proporcion 2m:1p (Johnston et al., 1980). En Tripsacum
dactyloides y T. maizar también se forman endospermos funcionales con diversas
relaciones de contribuciones de madre y padre, encontrdndose en plantas sexuales
2m:1p, 4m:1p 0 4m:2p y en apomicticas 8m:1p o 8m:2p (Grimanelli et al., 1997).
Estas especies de Tripsacum, apomicticas diplospéricas pseuddégamas como P.
cattleyanum, no tienen requerimientos especificos en la dosis para la formacion del
endospermo, por lo que se propone que la evolucion de la apomixis diplospérica
estaria restringida a especies con pocos o nulos requerimientos de dosis (Grimanelli
etal., 1997).

El andlisis individual de las semillas permitié determinar, ademas, casos (19,3 %)
donde el endospermo estaba formado por células con distintos niveles de ploidia
(relaciones 2:3:5 y 2:4:6). Esto podria ser explicado por la presencia de un tercer
nacleo polar no fusionado con los otros dos ndcleos polares y que seria fecundado
por el segundo gameto masculino no utilizado para fecundar a la odsfera. En algunas
especies tanto el namero de ndcleos polares como el de nucleos espermaticos podria
sufrir variaciones; y por eso, el nUmero de cromosomas del endospermo en especies
pseuddgamas es mucho mas variable que en las especies sexuadas (Rutishauser,
1982). En Psidium cattleyanum, en particular en las mismas plantas en las que
realizamos los analisis, estudios anatomicos previos registraron la presencia en
algunos casos de tres nucleos polares en el saco embrionario (Souza-Pérez &
Speroni, 2017). La presencia de tres nucleos polares en el saco embrionario se ha
observado en varias especies de plantas (Rutishauser, 1982; Talent & Dickinson,

2007; Lepsi et al., 2019); inclusive en Sorbus se ha detectado que esta caracteristica
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varia segun la ploidia de los individuos analizados en una proporcion del 1 % de las
semillas diploides, 2 % en triploides, 3 % en tetraploides y 5 % en pentaploides
(Lepsi et al., 2019). En P. cattleyanum nuestros estudios de citometria de flujo
mostraron un porcentaje mucho mas elevado, se dio en un 16,8 % de las semillas de
madres heptaploides y en un 22,2 % de las semillas de madres octoploides. En la
pseudogamia no hay doble fecundacion, hay fecundacion simple, sélo el endospermo
debe ser estimulado mediante la fecundacion para que se inicie el desarrollo
(Rutishauser, 1982). Por tanto, si el segundo gameto masculino no es utilizado para
fecundar a la oosfera puede perderse ¢ contribuir a la formacion del endospermo
(Talent & Dickinson, 2007). Esto es una solucién para el balance del endospermo y
comun en plantas que presentan apomixis gametofitica pseudégama, en el que ambos
nucleos contribuyen a formar el endospermo (Nogler, 1984; Savidan, 2000). En P.
cattleyanum ninguno de los casos donde se produjeron dos fecundaciones de los
nucleos polares para la formacion de dos niveles de ploidia en el endospermo se
encontr6 fecundacion de la odsfera. En Amelanchier la fusion de los nucleos polares
reducidos se da antes de la polinizacion en especies sexuales donde se espera sélo
una fecundacion de la célula media; sin embargo, en apomicticas no se fusionan de
manera de facilitar la fecundacion con los dos gametos masculinos (Campbell et al.,
1987; Burguess et al., 2014). En la especie Ranunculus auricomus (Rutishauser,
1982), en la que se encontraron hasta tres nlcleos, se observé que los mismos podian
estar fusionados o no, y a su vez ser fecundados por uno o dos gametos masculinos,
generando endospermos con mas de un nivel de ploidia en algunos casos al igual que
lo que sugieren los analisis citométricos para P. cattleyanum. Sin embargo, no se
sabe si todas las variaciones citologicas halladas en las semillas de R. auricomus

germinan exitosamente o no (Rutishauser, 1982).
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4. DISCUSION

Las semillas de Myrtacece son exalbuminadas (Tobe y Raven 1983, Schmid
1980) y esta condicion fue confirmada para Psidium cattleyanum (Rotman, 1976).
Estudios previos reportaron la presencia de relictos de endospermo en las semillas
maduras de la especie (Landrum y Kawasaki 1997, Nic Lughada y Proenca 1996,
Corner 1976), lo cual fue verificado en nuestro estudio ontogenético. Uno de los
objetivos de nuestro trabajo fue definir en qué estadio de desarrollo de la semilla se
encontraba la maxima concentracion de endospermo, de modo de utilizar ese estadio
seminal para realizar los andlisis de citometria de flujo. La citometria de flujo en
semillas detecta, ademas del nivel de ploidia, la cantidad de nucleos de cada uno de
los componentes seminales (Matzk et al. 2000), por lo que la presencia de
abundantes células de cada uno de ellos, se postul6 que haria mas clara la medicién.

En nuestras observaciones anatomicas el endospermo mostré su maximo
desarrollo entre los 36 y 43 dpp, por lo que inicialmente se realizaron los estudios de
citometria en estas fechas. Sin embargo, los analisis no dieron los resultados
esperados y los histogramas no mostraron claramente los contenidos de ADN de
cada estructura. Una posible explicacién es que, en esos estadios en que las
estructuras seminales estan en pleno desarrollo, se solapan los contenidos de ADN de
las células de los diferentes tejidos en distintas fases de la mitosis y no se obtienen
histogramas claros de los distintos contenidos de ADN. Otra posibilidad, es la
existencia de diferentes compuestos secundarios en esa etapa del desarrollo de la
semilla, que afectan las medidas citométricas. La presencia de compuestos
secundarios es uno de los mayores problemas en los analisis por citometria de flujo,
ya que los mismos interfieren con la fluorescencia del fluorocromo utilizado
(Loureiro et al. 2006). Ademas, el procesamiento de las semillas para la extraccion
de ADN se hizo con rudimentos seminales enteros, por lo que otras partes de la
semilla también fueron medidas por el citometro. Para minimizar estos efectos, se
utilizaron semillas maduras a las que se les retir6 de forma mecénica la cubierta
seminal, lo que permitié obtener poblaciones nucleares claramente identificables de
diferentes contenidos de ADN correspondientes solo a embrion y endospermo. Por

esto se decidio realizar todos los anélisis de citometria de flujo con semillas maduras
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y sin la cubierta seminal, como en trabajos precedentes en especies con semillas
exalbuminadas de otras familias como Brassicaceae, Boraginaceae, Rosaceae
(Samaniego et al. 2018, Dobes et al. 2013, Taskin et al. 2004) y Asteraceae
(Krahulcova y Suda 2006). El estudio ontogenético realizado en nuestro trabajo
respalda la presencia de relictos de endospermo en la semilla madura analizada por
citometria.

El andlisis individual de las semillas de Psidium cattleyanum por la técnica de
citometria de flujo permiti6 determinar el balance de contenido de ADN
embrién:endospermo, a partir del cual se pudo inferir la via reproductiva por la que
se formo cada semilla y también la frecuencia con la que ocurre cada una de esas
vias. Los andlisis de semillas confirmaron que el modo reproductivo de Psidium
cattleyanum es principalmente pseudégamo con un balance embrién:endospermo
2:5. El andlisis de semillas realizado en forma individual, a diferencia de la mayoria
de los trabajos en los que utilizan bulk (Kolar¢ik et al. 2018, Sartor et al. 2011,
Krahulcova y Suda 2006, Taskin et al. 2004) permitié detectar la frecuencia de cada
evento y ademas, una variedad de otras posibles combinaciones de las células
reproductivas del saco embrionario y los gametos masculinos. Si bien la apomixis se
presento en un 86,2 % del total de semillas analizadas, la sexualidad represent6 un
13,4 % y la partenogenesis haploide un 0,4 %, determinando que la apomixis en el
caso de P. cattleyanum es de tipo facultativo. Al igual que en otras especies, los
porcentajes de apomixis y sexualidad variaron segun la ploidia (Sartor et al. 2011,
Kelley et al. 2009). A pesar de que los analisis estadisticos no mostraron diferencias
significativas, las madres de ploidia par (8x) presentaron eventos sexuales en un 23,8
% de sus semillas, valor ocho veces mayor que el encontrado en las plantas madres
de ploidia impar (7x).

El estudio ontogenético realizado en este trabajo permitié describir las
diferentes etapas de desarrollo de las semillas de Psidium cattleyanum en materiales
seleccionados heptaploides y octoploides de la forma cattleyanum y la forma lucidum
respectivamente. La puesta a punto de la técnica no fue sencilla ya que las diferentes
partes de la semilla tienen distinta consistencia celular lo que dificulta la penetracién

de la parafina en algunos tejidos. Esto explica, en parte, la falta de estudios
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ontogenéticos a nivel de semillas (Van Wyk y Botha 1984) que varios autores
plantean y adjudican a las dificultades técnicas del procesamiento del material (Devis
1968 en Beardsell et al. 1993, Mauritzon 1939). Desde los primeros estudios de
Myrteae realizados por De Candolle (1828) y Berg (1857-1859) se reconocio el valor
taxonémico de los caracteres morfologicos del embridn. El ultimo de los autores
mencionados utilizé estos caracteres morfologicos del embrion para diferenciar tres
subtribus dentro de Myrteae. Los embriones poseen caracteres no plasticos y se
asume que las diferentes subtribus definidas por sus morfologias son monofiléticas
(Landrum 1981). A pesar del valor taxondémico destacado de los caracteres
seminales, las descripciones estan basadas en estructuras presentes en las semillas
maduras, los estudios ontogenéticos son escasos y se desconoce el origen de muchas
de las estructuras que se han descrito en las semillas de Myrteae. A nivel de la
cubierta seminal, la presencia del opérculo fue descrita como una caracteristica tipica
en la germinacion de las especies de la subtribu Myrtinae (Landrum y Kawasaki
1997, Nic Lughadha y Proenga 1996, Landrum y Sharp 1989). Se verifica en nuestro
estudio que es originado por el tegumento interno esclerificado, que permanece y se
acrescenta en la micropila de la semilla madura, rodeado por una porcion de tejido
parenquimatico por donde se produce el desprendimiento del opérculo cuando se
inicia la germinacién. Otra caracteristica de la testa seminal cuyo origen fue
determinado en nuestro trabajo, es la cubierta externa carnosa denominada
sarcotesta. Se pudo establecer que no existe un origen Unico de estos estratos
celulares externos que se re-hidratan durante la germinacién y que dentro del género
pueden involucrar s6lo células epidérmicas como lo verificado para Psidium
cattleyanum o involucrar también células del mesotegumento como lo observado en
P. guineense y P. australe (Moreira-Coneglian 2011).

A nivel del embrion, se observaron las diferentes formas adoptadas por el
mismo durante su desarrollo y se registré la duracion de cada estadio, la cual vario
segun la planta madre que le dio origen. Se pudo establecer que el endospermo no es
la Gnica via de nutricion del embrion durante su desarrollo (Landrum y Kawasaki

1997, Nic Lughada y Proenca 1996, Corner 1976) y se observo la persistencia de
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células del nucelo, la formacion de una hipostasa y la penetracion de células
placentarias a través del micropilo.

La observacion del embrion en las distintas fechas analizadas muestra
diferencias cronoldgicas en el desarrollo. Las plantas madres octoploides fueron mas
precoces en el inicio de cada etapa de desarrollo identificada, si se comparan con las
plantas madres heptaploides, por lo que el desarrollo total del embridn se alcanza
mas rapido en las primeras. Estas diferencias pueden deberse al nivel de ploidia ya
que, a mayor ploidia se espera un mayor tamafio celular y por lo tanto de la semilla,
como Yya fue observado en la especie de la familia Cactaceae Rhipsalis baccifera
(Sol.) Stearn (Cota-Sanchez y Bomfim-Patricio 2010). Sin embargo, también se ha
observado que mayores niveles de ploidia estdn asociados a un crecimiento mas
lento, por lo menos a nivel de plantula, debido a un enlentecimiento del ciclo celular
y la mitosis (Ranney 2006, Comai 2005). Es importante considerar que los materiales
en los que se estudio la ontogenia pertenecen a semillas obtenidas de cruzamientos
dirigidos, de la misma manera que las semillas maduras analizadas por la técnica de
citometria de flujo. Basados en los resultados obtenidos en el anélisis del contenido
de ADN, hay un 91 % de los embriones que tienen la misma ploidia de la planta
madre porque son de origen apomictico (86 %) o sexual (5 %), mientras que el resto
de los embriones se distribuyen en las ploidias 4x, 11x y 12x detectadas por
citometria de flujo. Es interesante destacar que, para una misma fecha de muestreo en
semillas derivadas de la misma madre, se observaron embriones en distintas etapas
de desarrollo. Esto podria explicarse, como mencionamos anteriormente, a
embriones con niveles de ploidias menos frecuentes, que se desfasan del tiempo
normal de desarrollo de los embriones observados. Los embriones 4x se formaron
por partenogénesis polihaploide de oo6sferas 7x y 8x en un porcentaje del 0,4 %. En
general esta registrado que en poblaciones naturales o en cruzamientos dirigidos, la
partenogénesis haploide se observa en baja proporcion y es poco exitosa (Asker y
Jerling 1992), porque las plantas son de lento crecimiento y de tamafio mas pequefias
de lo normal (Marks 1955). Esto puede relacionarse en nuestro caso, con semillas

donde el embriodn tiene un desarrollo mas lento. En el procesamiento de apertura de
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semillas maduras para captura de imagenes, pudo observarse, ademas, que algunas
semillas que habian alcanzado su tamafio externo normal, estaban vacias en su
interior. Teniendo en cuenta las observaciones anatomicas, esto puede adjudicarse a
algunos de los cigotos que no pudieron desarrollarse o a los embriones retrasados en
su desarrollo que no prosperaron. Los procesos de seleccion durante la germinacion
son considerados como uno de los filtros principales durante el ciclo de vida en
plantas y ha sido observada en otras especies apomicticas facultativas en las que se

han comparado las ploidias de semilla y plantulas (Krahulec et al. 2006).

Otra de las fallas en el desarrollo de estos embriones puede atribuirse al gran
espectro de balances entre los contenidos de ADN embridn:endospermo. Estos
balances, que se separan de la relacion 2:3 tipica de los embriones de origen sexual a
partir de gametofitos reducidos, han sido promovidos en cruzamientos de materiales
de maiz con diferentes ploidias y se observé una desregulacion temporal de los genes
involucrados en el desarrollo del endospermo (Pennington et al. 2008). Teniendo en
cuenta los niveles de ploidia de las plantas utilizadas en los tratamientos de
polinizacion, tanto de receptoras como de dadoras de polen, los niveles de ploidia del
endospermo fueron variados y muy altos (11x, 12x, 15x, 18x, 20x, 21X, 22X, 23X).
Estos valores, que se separan bastante de la condicion 3x que caracteriza a las
angiospermas, necesitan del establecimiento de nuevos ‘didlogos’ moleculares con el

embridn para que este ultimo pueda desarrollarse exitosamente (Ingram 2020).

Queda comprobado que la fecundacion ocurre en la formacidn apomictica de
las semillas de Psidium cattleyanum para la unién con los ndcleos polares de la
célula media y formacion del endospermo. Esto ocurre en la mayoria de las plantas
apomicticas (Hojsgaard y Horandl 2019) y es un detonador de la partenogénesis
(Asker y Jerling 1992). Futuros trabajos merecen ser planteados para establecer la
incidencia de los diferentes balances encontrados sobre el desarrollo exitoso del

embrién y la semilla.
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5. CONCLUSIONES
El estudio ontogenético realizado en este trabajo permitié describir las

diferentes etapas de desarrollo de las semillas de Psidium cattleyanum en materiales
heptaploides y octoploides de la forma cattleyanum y la forma lucidum
respectivamente. A nivel del embrion, se observaron secuencialmente las formas
globular, cordiforme, torpedo durante su desarrollo y en la semilla madura el eje
hipocétilo-radicula adopta forma 'C' con los cotiledones bien desarrollados y
recostados sobre dicho eje. La duracion de cada forma varid segun la planta madre
que le dio origen. A nivel de la cubierta seminal, el tegumento externo se lignifica a
nivel del mesotegumento formando la capa mecanica protectora de la semilla
mientras que la epidermis externa forma una sarcotesta, el tegumento interno forma
el micrépilo y origina un opérculo lignificado en la madurez seminal. Se reportan
una gran diversidad de tejidos que participan en la nutricion del embridn, como
nucelo persistente, formacion de hipostasa, desarrollo del endospermo y su
permanencia, y la penetracion de la placenta a través del micropilo.

El andlisis individual de las semillas de Psidium cattleyanum por la técnica de
citometria de flujo permiti6 determinar el balance de contenido de ADN
embrién:endospermo, a partir del cual se pudo inferir la via reproductiva por la que
se formd cada semilla. Los resultados mostraron que el modo reproductivo de
Psidium cattleyanum es principalmente pseuddégamo facultativo con un balance
embrién:endospermo 2:5 y que presenta ademas una variedad de posibilidades de
otras combinaciones de las células reproductivas del saco embrionario y los gametos
masculinos. La apomixis se presentd en un 86,2 % del total de semillas analizadas,
mientras que la sexualidad se encontré en un 13,4 % y la partenogénesis polihaploide
en un 0,4 %. Si tomamos en cuenta el nivel de ploidia de las plantas madres podemos
decir que, se encontraron diferencias significativas, las madres de ploidia par
(octoploides amarillas) presentaron eventos sexuales en un 23,8 % de sus semillas,
valor ocho veces mayor que el encontrado en las plantas madres de ploidia impar
(heptaploides rojas).
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