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1.- INTRODUCCION

La familia Myrtaceae esta conformada por al menos 133 géneros y mas de
3800 especies (Wilson et al., 2001) de distribucidon predominantemente tropical
y subtropical, principalmente en América y Australia (Heywood, 1979). Dentro
de la flora lefiosa de nuestro pais, constituye la segunda familia con cerca de
30 especies (Jolochin, 2010).

Psidium cattleyanum Sabine, conocida popularmente como “araza”, es
originaria de Uruguay y el Sudeste de Brasil. En nuestro territorio presenta una
distribucion restringida a la zona Este, abarcando los departamentos de Treinta
y Tres, Rocha y Cerro Largo (Legrand, 1968; Brussa y Grela, 2007).

Es una especie de habito arbustivo o arbol pequefio, generalmente de 1,5 a 3
m de altura, de corteza lisa, color canela, follaje denso y brillante, hojas
simples, opuestas, y frutos rojos o amarillos de 2 a 3 cm de didmetro (Legrand
y Klein, 1977; Brussa y Grela, 2007). Las diferencias observadas en la
coloracion de los frutos, junto a algunos caracteres vegetativos, fundamentaron
la descripcion de varias entidades taxonomicas infraespecificas. Degener
(1939) describié Psidium cattleyanum f. lucidum para referirse a materiales de
frutos amarillos, distinguiéndola de la variedad tipica de frutos rojos Psidium

cattleyanum var. cattleyanum definida por Sabine (1821).

A nivel nacional, los registros de herbario son escasos, correspondiendo
muchos de ellos a materiales cultivados y sin informacién en las etiquetas
referida a la coloracién de los frutos (Speroni et al., 2012). A pesar de ser una
especie poco conocida y difundida en nuestro pais (Rosano et al., 2012), puede
encontrarsela cultivada en parques y jardines urbanos y rurales (Vignale,
2010a). Su conocimiento, al igual que ocurre con otras especies nativas, esta
arraigado en la cultura de una parte de la poblaciéon que tradicionalmente ha
empleado sus frutos en la elaboracion casera de dulces y licores (Legrand,
1936; Martinez et al., 2010; Carrere, 2010).

En los ultimos afos, la preocupacion por la creciente pérdida de diversidad
biol6gica y el interés en desarrollar nuevas alternativas econdémicas sostenibles

han impulsado el estudio de la flora nativa de la regién a través de distintos



abordajes (Brack et al.,, 2007; Carrere, 2010; Coradin et al., 2011). EIl valor
frutal de muchas de estas especies, gran parte de ellas pertenecientes a la
familia Myrtaceae, han sido objeto de investigaciébn por varias instituciones
regionales. Asi, la Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
inicié en 1985 el Banco Activo de Germoplasma de frutas nativas del sur de
Brasil con el objetivo principal de conservar y estudiar su potencial con miras a
generar nuevas opciones agroalimentarias (Raseira et al., 2004; Franzon,
2012). Desde el afio 2000 viene desarrollandose en nuestro pais el Programa
de Seleccién de Frutas Nativas iniciado por la Facultad de Agronomia, el
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) Las Brujas- Canelones
y el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, al que se han ido sumando
otras instituciones y la colaboracion de productores y otros actores sociales
(Vignale et al., 2012). Este programa incluye el estudio de diversos aspectos
referidos a la prospeccion, caracterizacibn y manejo de plantas nativas de
interés frutal en el Uruguay, con la finalidad de obtener cultivos a escala
comercial (Vignale et al., 2012). Psidium cattleyanum es una de las especies
que presenta mayor potencial para su aprovechamiento econémico por las
destacadas cualidades organolépticas e industriales de sus frutos (Franzon et
al., 2009; Lisbda et al., 2011; Rosano et al.,, 2012; Crocce, 2012). Desde el
punto de vista productivo su cultivo supone ciertas ventajas vinculadas a la
precocidad de la especie en la produccién de frutos, al alto potencial de
adaptacién a las condiciones ambientales de nuestro pais y a la ausencia, en
general, de problemas fitosanitarios (Raseira y Raseira, 1995; Cabrera et al.,
2008; Franzon et al., 2009; Vignale, 2010b).

El conocimiento de la biologia reproductiva de la especie resulta fundamental
para el manejo en cultivo, la elecciéon de la forma de propagacion a nivel
comercial, la planificacion de cruzamientos en programas de mejoramiento
genético, asi como para la aplicacion de estrategias de conservacion en
poblaciones naturales (Caraballo, 2001; Page et al.,, 2006; Gomes da Silva y
Pinheiro, 2007; Speroni et al., 2009; Danner et al., 2010). En este sentido el
estudio de la fenologia intrafloral es una aproximacion preliminar a la
comprension del sistema reproductivo de la especie ya que permite establecer

gué mecanismos reproductivos se ven facilitados o impedidos y brinda datos



basicos para la planificacion del trabajo experimental y una correcta
interpretacion de los resultados (Stone et al., 1995; Speroni et al., 2009). Este
enfoque comprende el andlisis de los eventos biolégicos que ocurren a lo largo
del desarrollo de la flor de manera sistematica, tanto durante la fase en que la
flor permanece abierta (periodo de antesis) como en las etapas previas a su
apertura (pre-antesis) (Speroni et al. 2009). De esta manera se abordan los
cambios morfolégicos y funcionales tales como el momento de apertura de la
flor (antesis) y su longevidad, la relacion morfolégica entre los diferentes
verticilos florales, el momento de dehiscencia de las anteras, el periodo de
receptividad estigmatica y la viabilidad de polen, entre otros, para determinar si
existen caracteristicas florales que favorezcan la alogamia o la autogamia. La
morfologia y fenologia floral mantienen a su vez, estrecha relacién con la
actividad de los visitantes florales y su capacidad para realizar una polinizacion

efectiva (Speroni et al., 2009).

Psidium cattleyanum presenta flores hermafroditas, blanquecinas, suavemente
perfumadas, con numerosos estambres y ovario infero (Franzon et al., 2009).
Las flores nacen en las ramas del afio, son solitarias y de disposicion axilar
(Legrand y Klein, 1977; Raseira et al., 2004). Aunque el estudio comparativo de
algunas especies del género Psidium seflala una biologia floral de
caracteristicas similares, se observaron leves diferencias en Psidium
cattleyanum f. lucidum al presentar maduracién mas rapida de yemas florales y
frutos, dehiscencia de anteras posterior a la antesis, la mas baja viabilidad y
longevidad de polen y periodo de receptividad estigmatica mas prolongado que

en las otras especies evaluadas (Seth, 1963).

El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto “Estudios biolégicos y
taxondmicos en la especie frutal nativa Psidium cattleyanum (MYRTACEAE)”,
gue tiene como objetivos principales caracterizar el sistema reproductivo de la
especie a través de enfoques morfo-funcionales, citogenéticos y moleculares y
confirmar las categorias infraespecificas descritas para la especie y su
distribucion natural en el pais. En este trabajo se plantean los estudios de
fenologia y biologia floral de materiales seleccionados en cultivo, necesarios
para analizar e interpretar el sistema reproductivo de estos materiales e

implementar planes de manejo y mejoramiento. Los datos biologicos obtenidos
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contribuiran ademas como fuente de caracteres taxondmicos para la

confirmacion de las entidades infraespecificas descritas.



2.- OBJETIVOS

2.1.- Objetivo general

Analizar la fenologia intrafloral de materiales seleccionados de la especie
nativa Psidium cattleyanum, “araza” (Myrtaceae) para contribuir al conocimiento
de su biologia reproductiva y determinar si existen diferencias morfo-

funcionales entre los materiales de frutos rojos y amarillos.

2.2.- Objetivos especificos

2.2.1.- Caracterizar el desarrollo morfologico de las flores de Psidium
cattleyanum en materiales seleccionados de frutos rojos y amarillos y

establecer si existen diferencias entre ambos.
2.2.2.- Determinar el tiempo de vida de la flor para ambos materiales.

2.2.3.- Relacionar el periodo de antesis con eventos biolégicos importantes
de la flor como el momento de dehiscencia de las anteras, el periodo de

receptividad estigmatica y la viabilidad de polen.



3.- MATERIALES Y METODOS
3.1.- Material de estudio

Para el estudio de la fenologia intrafloral se analizaron en total once individuos
seleccionados en el Programa de Seleccion de Frutos Nativos, siete de ellos
cultivados en la Estacion Experimental de Facultad de Agronomia Salto
(EEFAS) y cuatro en el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA)
Las Brujas — Canelones (Tabla 1). Se consideraron cinco ejemplares de frutos
rojos y seis de frutos amarillos escogidos en base a buenas caracteristicas

productivas como cantidad y buen sabor de los frutos.

Tabla 1. Materiales de Psidium cattleyanum seleccionados e incluidos en el estudio pertenecientes a la
Estacion Experimental de Facultad de Agronomia Salto (EEFAS) y al Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) Las Brujas — Canelones. Se indica el codigo de identificacion de cada ejemplar, la

coloracion del fruto, localidad y coordenadas geogréficas del cultivo.

Individuo  Fruto Rojo (R) / Amarillo (A) Localidad Coordenadas geograficas
V-7 R EEFAS 31°23°0,607'S; 57°42°50,61°0
V-6 A EEFAS 31°23°0,60'S; 57°42'50,61°0
V-3 R EEFAS 31°23°0,60°'S; 57°42'50,61°0
V-1 R EEFAS 31°23°0,607'S; 57°42°50,61°0
-7 R EEFAS 31°23°0,60°'S; 57°42'50,61"°0
-5 A EEFAS 31°23°0,60°'S; 57°42°50,61°°0
-3 R EEFAS 31°23°0,607'S; 57°42°50,61"°0
61 A INIA Las Brujas 34°40°4,13’S; 56°20°28,19°0
58 A INIA Las Brujas 34°404,13’S; 56°20728,19°0
32 A INIA Las Brujas 34°40°4,13’S; 56°20°28,19°0
24 A INIA Las Brujas 34°40°4,13’S; 56°20728,19°0

Los materiales evaluados fueron introducidos en el jardin experimental de
EEFAS en los afios 2000 y 2001, mientras que en INIA Las Brujas las plantas
se instalaron entre los afios 2008 y 2009. Por tratarse de cultivos de distinta
antigiedad, las plantas de las Estaciones Experimentales presentan diferencias
de tamanfo (Fig. 1) lo que incidié en la distinta disponibilidad de flores para el

trabajo experimental entre ambas Estaciones.



Figura 1. Plantas seleccionadas de Psidium cattleyanum en cultivo. Diferencias de tamafio entre los
materiales del norte y del sur. A: Estacién Experimental Facultad Agronomia Salto (norte). B: Estacion
Experimental INIA Las Brujas (sur).

Los datos para el analisis se tomaron durante la primavera de 2011 entre los
meses de octubre y diciembre. Se indica en anexo el periodo de floracion de
cada individuo de la Estacion Experimental de Facultad de Agronomia Salto y
los datos meteoroldgicos de setiembre a diciembre de 2011 para el norte y sur

del pais.

3.2.- Caracterizacion de estadios florales

Se definieron siete estadios florales (Fig. 2) en base a caracteristicas
morfologicas externas y relacion entre verticilos florales, desde el boton floral
pequefio hasta la senescencia de la flor. Esta determinacién se inici6 a partir de
la yema floral que presentaba un mes de desarrollo (EO).

Los estadios definidos se describen a continuacion:



Estadio EO
Botdn floral con céliz cubriendo casi totalmente la corola, escasa superficie de

la corola expuesta, corola color verde amarillento — verde blanquecino.

Estadio E1
Botdn floral con mayor exposicion de corola que en EO, corola color amarillo-
blanquecino a blanco. En algunos casos se distingue la delimitacién de pétalos

aungue aun no hay separacion entre ellos.

Estadio E2
Boton floral con corola blanca o amarillenta (en P. cattleyanum var. cattleyanum
y P. cattleyanum f. lucidum respectivamente), prominente, pétalos levemente

separados entre si.

Estadio E3
Flor en antesis, pétalos erectos. En P. cattleyanum f. lucidum se definié para
E3 un estadio intermedio entre el 3 y el 4 en el que la mitad de la flor se

encuentra en E3 y la otra mitad en E4.

Estadio E4
Flor en antesis, pétalos dispuestos horizontalmente o inclinados hacia la base

de la flor.

Estadios E5 y E6 (S, senescencia)

Pérdida de turgencia y coloracion ocre a amarronada en piezas florales en
general. Pétalos y estambres caedizos o ausentes. Los estadios E5 y E6
corresponden a la flor 24 y 48 hs. luego del inicio de la antesis,

respectivamente.
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Psidium cattleyanum var. cattleyanum

EO E1 E2 E3 E4 S

Psidium cattleyanum f. lucidum

EO E1 E2 E3 E4 S

Figura 2. Estadios florales en Psidium cattleyanum var. cattleyanum y Psidium cattleyanum f. lucidum. Se
ilustran los estadios definidos desde el boton floral (EO) hasta la senescencia (S). llustracion: Cristina

Trujillo.

3.3.- Desarrollo y morfologia floral

Para correlacionar los estadios morfologicos definidos con eventos funcionales
de la flor se realiz6 un seguimiento desde botén floral pequefio (EO) hasta la
senescencia. Se marcaron 20 flores en EO por individuo en EEFAS y 10 flores

en EO por individuo en INIA Las Brujas.
Diariamente se midieron las siguientes variables (Fig. 3):

- Longitud de la flor (I): desde la base del receptaculo hasta el apice de la

corola en los estadios EO, E1 y E2.

- Diametro (d): diametro mayor del botén floral para EO, E1 y E2 y didmetro

mayor de la corola en la flor en antesis para E3 y E4.

- Diadmetro de la corola (dc): para los estadios EO y E1.

- Altura de la corola (h): se midi6 en E2.
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Figura 3. Medidas tomadas diariamente en cada uno de los estadios florales definidos para Psidium
cattleyanum (d: diametro mayor, dc: diametro de la corola, h: altura de la corola, I: longitud de la flor).

llustracion: Cristina Trujillo.

Se registré el modo de presentacion de los verticilos florales en antesis,
momento de dehiscencia de las anteras y momento de aparicion de los

primeros sintomas de senescencia.

En base a estos registros se determiné la duracion de cada uno de los estadios
florales definidos y el tiempo de vida de la flor (periodo de antesis).

A efectos de determinar si existen diferencias significativas en el tamafio de las
flores entre los materiales de P. cattleyanum var. cattleyanum y P. cattleyanum
f. lucidum, se aplicd un analisis de varianza a las medidas obtenidas y se
calcularon intervalos de confianza al 95% con correccion de Bonferroni

mediante el paquete estadistico SAS version 9.1.3 (SAS Institute, Cary, NC).

La hora registrada corresponde a la hora local de verano (- 2UTC).

3.4.- Receptividad estigmatica

El periodo de receptividad estigmética se determiné mediante la técnica de
coloraciébn con acetato de alfa naftilo (Pearse, 1972) aplicada en varios
estadios florales (de E2 a E6). Las flores se colectaron en la mafiana, alrededor
de las 11 hs., empleandose un minimo de cinco y tres repeticiones por estadio
en cada individuo en EEFAS e INIA Las Brujas, respectivamente. Los estigmas
fueron removidos de las flores e incubados en la solucion de acetato de alfa
naftilo durante unos minutos. Cuando el estigma se encuentra receptivo, es

decir, en condiciones de recibir al grano de polen vy facilitar su germinacion,
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presenta gran actividad enzimatica. Este método detecta la presencia de
esterasas, enzimas que hidrolizan el reactivo tornandolo de un color azul
oscuro. Se observé la region tefiida del estigma indicando si éste se
encontraba receptivo en toda su superficie o en parte de ella. Se corroboré que
no hubiera dafos en el tejido, lo que podria brindar falsos positivos de

receptividad.

3.5.- Viabilidad de polen

La viabilidad de polen se determind mediante la técnica de tincion con cloruro
de 2,3,5-trifenil tetrazolio -(TTC)- (Shivanna y Rangaswamy, 1992). Este
método se basa en la deteccion de actividad enzimética implicada en la
respiracion celular que convierte la sal de tetrazolio soluble e incolora en una
sustancia insoluble de color rojo denominada formazan. Esta reduccion de la
sal de tetrazolio por deshidrogenasas colorea las células de rojo intenso a
morado, indicando viabilidad. El recuento de granos de polen se realiz6 a partir
de imagenes capturadas con camara digital Nikon Coolpix P5100 en

microscopio Nikon Eclipse E100.

Se analiz6 la viabilidad de polen en estadios de pre-antesis avanzada (E2) y
antesis (E3, E4 y Eb5), colectando polen de un minimo de cinco flores
(repeticiones) por estadio en cada individuo de EEFAS y un minimo de tres
flores por estadio en los materiales de INIA Las Brujas. Las flores para el
analisis se colectaron entre las 11:00 hs. y las 12:00 hs. y ocasionalmente a las
14:00 hs.

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realiz6 a través de un Modelo
Lineal Generalizado y una prueba Chi? mediante el paquete estadistico SAS
version 9.1.3 (SAS Institute, Cary, NC).
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4.- RESULTADOS
4.1.- Desarrollo y morfologia floral
4.1.1.- Estadios florales

La etapa de boton floral previa al estadio EO definido en este trabajo abarco
aproximadamente un mes de duracion. En muchos casos resultdé dificultoso
establecer el momento del pasaje del estadio EO a E1 por lo que se estim6 una

duracion global para ambos estadios de 8 a 19 dias (Fig. 4).

EO E1 E2 E3 E4 E4 E senescente

8 a 19 dias 6 a 8 horas 2 a 3 horas 1 dia

Figura 4. Duracion de los estadios florales definidos para Psidium cattleyanum. llustracién: Cristina

Trujillo.

Se constatdé que los cambios en el boton floral EO y E1 se dan desde el
atardecer y durante la noche. En horas cercanas a la medianoche se observo
el abultamiento de la corola del boton floral en E1 indicando la transicion hacia
E2.

El estadio E2 se hallé en las primeras horas de la mafiana, siendo las 8:00 a.m.
el momento en que se observaron las ultimas flores en esta fase. La antesis
comenzé paulatinamente entre las 6:30 y las 7:00 a.m. Entre 8:30 y 9:30 a.m.
se registré la mayor cantidad de flores en E3. El estadio E2 present6 una
duracion maxima de unas 8 horas mientras que el estadio E3 perdur6 entre 2 y
3 horas aproximadamente (Fig. 4). En menor medida, hubo situaciones en las
que la duracion de estos estadios alcanzo las 48 horas. En estos casos, las

flores senescieron sin pasar al siguiente estadio.

El despliegue de pétalos y estambres se dio en forma conjunta y continua hasta
alcanzar el estadio E4 a media mafana (10:30 hs. aproximadamente). El

tiempo de vida de la flor en E4 fue de 24 hs. (Fig. 4). Posteriormente aparecen
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los primeros sintomas de senescencia marcada por la marchitez de las piezas

florales en general y por la caida de pétalos y estambres.

No se detectaron diferencias en la duracién de los estadios florales entre los
materiales de frutos rojos y amarillos. En cambio, se registraron diferencias en
el proceso de antesis dado que la apertura de la flor en P. cattleyanum f.
lucidum no se dio en forma simultanea a lo largo del perimetro floral sino que

abrio primero una mitad de la flor (pétalos y estambres) y luego la otra (Fig. 5).

Figura 5. Antesis en Psidium cattleyanum (Estacion Experimental Facultad Agronomia Salto). Proceso de
apertura en forma diferenciada a lo largo del perimetro floral en Psidium cattleyanum f. lucidum (A: vista
superior, B: vista lateral) y de manera simultdnea en Psidium cattleyanum var. cattleyanum (C: vista

superior, D: vista lateral).

En los materiales de INIA Las Brujas no se hallaron flores en E2 y E3 durante
el trabajo de campo en el afio 2011. Sin embargo, en trabajos realizados en el
marco del proyecto durante 2012, se observaron estos estadios florales
constatandose la misma duracion que la registrada en los materiales del norte
del pais (EEFAS). De esta manera, se establece que no hay diferencias en la
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duracion de los estadios florales evaluados entre ambas Estaciones

Experimentales.

4.1.2.- Morfologia de la flor

Las flores de P. cattleyanum var. cattleyanum y P. cattleyanum f. lucidum
mostraron claras diferencias en algunos aspectos morfolégicos y en el tamafio.
Tanto en la flor recién abierta como en la senescencia, las piezas florales -
especialmente los pétalos- son menos caedizas y mas consistentes en los
materiales de P. cattleyanum f. lucidum. Estas flores son de mayor tamafio a lo
largo de todo su desarrollo. En los estadios pre-antesis EO y E1, el diametro
mayor se localiza en mitad de la flor mientras que en P. cattleyanum var.
cattleyanum el diametro mayor se encuentra desplazado hacia el 4pice de la

misma (Fig. 6).

Figura 6. Morfologia floral en Psidium cattleyanum (Estacion Experimental Facultad Agronomia Salto).
Diferencias a nivel de la flor y del boton floral entre Psidium cattleyanum var. cattleyanum (A y B) y

Psidium cattleyanum f. lucidum (C y D).
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Las variaciones diarias registradas en las medidas de los estadios pre-antesis
fueron oscilantes. Esto no permitio la modelizacion del desarrollo floral en pre-
antesis debido a que no se observo una tendencia sostenida de crecimiento de

la flor durante el periodo de registro.

El analisis estadistico del diametro floral en antesis (E3 y E4) mediante
intervalos de confianza al 95% con correccion de Bonferroni, confirmé las
diferencias observadas en el tamafio floral entre los materiales de P.
cattleyanum var. cattleyanum y P. cattleyanum f. lucidum. En estos ultimos se
registraron los valores medios mas altos, conformando un grupo separado de

los materiales de P. cattleyanum var. cattleyanum de EEFAS (Tabla 2).

Tabla 2. Intervalos de confianza para didmetro floral en antesis (E3 y E4) para los materiales de Psidium
cattleyanum estudiados en las Estaciones Experimentales de Facultad Agronomia Salto e INIA Las
Brujas. Se indica localizacién y codigo de cada ejemplar, nimero de flores evaluadas (N), valor medio del
diametro floral (en mm) e intervalo de confianza al 95%; letras iguales establecen que no hay diferencias

significativas entre valores medios.

Localidad Individuo N Media (mm) Intervalo de confianza (95%)

EEFAS -5 (A) 18 31,25 28,4848 34,0152 a
INIA LB 24 (A) 12 31 27,6134 34,3866 a
EEFAS IV-6 (A) 14 29,6071 26,4717 32,7426 a
INIA LB 61 (A) 10 29,5 25,7901 33,2099 a
INIA LB 58 (A) 10 26,6 22,8901 30,3099 a
INIA LB 32 (A) 10 26 22,2901 29,7099 a
EEFAS IV-1 (R) 17 17,2353 14,3899 20,0806 b
EEFAS IV-3 (R) 19 16,3158 13,6244 19,0072 b
EEFAS IV-7 (R) 28 16,0714 13,8544 18,2885 b
EEFAS -7 (R) 29 13 10,8215 15,1785 b
EEFAS -3 (R) 13 11,7692 8,5155 15,023 b

Se constatd que en ambos materiales los estambres de los ciclos mas externos
presentaron una longitud similar a la del estilo, quedando las anteras a la
misma altura que el estigma o0 apenas por encima de éste. En cambio, las

series internas de estambres presentaron filamentos mas cortos.
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4.1.3.- Dehiscencia de anteras

La dehiscencia de las anteras es longitudinal y ocurre unas horas después del
inicio de la antesis, tanto en materiales de P. cattleyanum var. cattleyanum
como de P. cattleyanum f. lucidum. A medida que aumenta la temperatura
ambiente, las anteras comienzan a deshidratarse. Desde las 9:30-10:00 hs. de
la mafiana se observaron anteras abiertas y las 11:00 hs. fue el momento de

mayor exposicion de polen.

4.2.- Receptividad estigmatica

Las flores examinadas presentaron estigmas peltados o capitados, siendo mas
pronunciada y frecuente esta Ultima caracteristica en P. cattleyanum f. lucidum.
En los estigmas frescos (flores de reciente antesis) se observo una coloracion
verdosa, generalmente mas oscura en la zona central, que va tornandose

amarillenta a medida que la flor avanza en su madurez.

Todas las pruebas de receptividad estigmética de los estadios muestreados en
P. cattleyanum var. cattleyanum y P. cattleyanum f. lucidum dieron resultados
positivos. La tincion completa del estigma de las flores analizadas indica que

toda su superficie se encuentra receptiva (Fig. 7).

Algunos resultados correspondientes a muestras del estadio 6 (senescencia)
plantearon dudas sobre su confiabilidad debido a que se detect6 pérdida de
integridad del tejido estigmatico lo cual podria estar evidenciando falsos
positivos (Fig. 7). Se trata de un estadio de senescencia avanzada en el que
existe un deterioro natural del tejido por lo que el estigma puede verse mas

propenso a dafios por factores ambientales y por accién de visitantes florales.
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Figura 7. Estigmas de Psidium cattleyanum. Deteccion de receptividad (tincion con acetato de alfa naftilo)
y pérdida de integridad del tejido estigmatico. A: estigma sin tefiir (individuo 11I-5, estadio E4), B: estigmas
tefiidos (individuo IV-1, estadio E5), C y D: estigmas dafiados; sin tefiir y luego de la reaccién

colorimétrica, respectivamente (individuo V-3, estadio E6).

4.3.- Viabilidad de polen

Todos los ejemplares de P. cattleyanum f. lucidum, tanto de EEFAS como de
INIA Las Brujas, presentaron polen viable (Fig. 8). En cambio la viabilidad de
polen fue nula en cuatro de las cinco plantas de P. cattleyanum var.
cattleyanum examinadas en la EEFAS. El individuo IV-1 fue el Unico

representante de estos materiales en el que se hallé polen viable.

Figura 8. Viabilidad de polen en Psidium cattleyanum. Los granos tefiidos de rojo con cloruro de 2,3,5-
trifenil tetrazolio indican viabilidad. A: Psidium cattleyanum f. lucidum (individuo IV-6, estadio E4); B:

Psidium cattleyanum var. cattleyanum (individuo 1V-1, estadio E4).

El analisis estadistico indica que, en general, no hay diferencias significativas
entre los valores medios de viabilidad de polen de los estadios evaluados (E2,
E3, E4 y E5) dentro de cada individuo. Los individuos IlI-5 y 32, constituyeron
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las Unicas excepciones en las que el estadio E4 se diferencié de los restantes,

alcanzando valores mayores de la proporcion media de polen viable (Tabla 3).

Tabla 3. Viabilidad de polen en materiales de Psidium cattleyanum cultivados en las Estaciones
Experimentales de Facultad Agronomia Salto e INIA Las Brujas. Comparacién de valores medios de la

proporcion de polen viable entre estadios florales por individuo mediante intervalos de confianza al 95%.

Localidad Individuo Estadio Media Intervalo de confianza (95%)
INIA LB 24 (A) E4 0,2496 0,07912 0,56293
INIA LB 24 (A) E5 0,0582 0,01023 0,26981
INIA LB 32 (A) E4 0,4426* 0,37182 0,51577
INIA LB 32 (A) E5 0,0204 0,00823 0,04983
INIA LB 58 (A) E4 0,4378 0,26114 0,63178
INIA LB 58 (A) ES5 0,2215 0,10552 0,4069
INIA LB 61 (A) E4 0,4741 0,26418 0,69352
INIA LB 61 (A) E5 0,2673 0,11195 0,51357
EEFAS -5 (A) E3 0,0436 0,0168 0,10838
EEFAS -5 (A) E4 0,199* 0,12521 0,30128
EEFAS -5 (A) E5 0,0488 0,02283 0,1014
EEFAS V-1 (R) E2 0,1419 0,05813 0,30706
EEFAS V-1 (R) E3 0,1053 0,05 0,20821
EEFAS V-1 (R) E4 0,1453 0,09798 0,21016
EEFAS IV-1(R) E5 0,1979 0,1121 0,32543
EEFAS IV-6 (A) E2 0,1802 0,0834 0,34671
EEFAS IV-6 (A) E4 0,2198 0,11747 0,37363
EEFAS IV-6 (A) E5 0,0756 0,02305 0,22088

*Valores que presentan diferencias significativas respecto a los restantes.

Los valores medios més altos de viabilidad de polen en flores en antesis (E4)
se registraron en los materiales de P. cattleyanum f. lucidum de INIA Las Brujas
(61, 32 y 58). Los materiales pertenecientes a EEFAS (IV-6, llI-5 y IV-1)
obtuvieron los valores medios mas bajos. El individuo 24 cultivado en INIA Las
Brujas alcanzo un valor intermedio en la proporcion de polen viable quedando

asociado a ambos grupos (Tabla 4).
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Tabla 4. Viabilidad de polen en materiales de Psidium cattleyanum cultivados en las Estaciones

Experimentales de Facultad Agronomia Salto e INIA Las Brujas. Comparacion estadistica entre individuos

de los valores medios de la proporcion de polen viable en flores en antesis (E4) mediante intervalos de

confianza al 95%. Letras iguales establecen que no hay diferencias significativas entre valores medios.

Localidad Individuo Estadio Media Error estandar

INIA LB 61 (A) E4 0,4741 0,3926 a
INIA LB 32 (A) E4 0,4426 0,3018 a
INIA LB 58 (A) E4 0,4378 0,3847 a
INIA LB 24 (A) E4 0,2496 0,3888 ab
EEFAS V-6 (A) E4 0,2198 0,3248 b
EEFAS 111-5 (A) E4 0,199 0,4134 b
EEFAS V-1 (R) E4 0,1453 0,2462 b
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5.- DISCUSION

El periodo de desarrollo floral, desde que la yema se torna visible hasta la
apertura de la flor fue de aproximadamente dos meses, tanto en P. cattleyanum
var. cattleyanum como en P. cattleyanum f. lucidum. Al igual que lo sefialado
por Raseira y Raseira (1995), se observé un ripido pasaje por los ultimos
estadios florales, principalmente de E2 en adelante. Caraballo (2001) estimo en
Psidium guajava L. (“guayabo”) una duracién promedio de 27 dias para el
desarrollo completo de la yema floral desde que ésta se vuelve identificable
hasta el dia anterior a la antesis. Esto representa la mitad del tiempo requerido
por P. cattleyanum aunque, segun el autor, este periodo varia de acuerdo a la

variedad y la localidad de las plantas evaluadas.

El inicio de la antesis ocurre al amanecer tanto en P. cattleyanum var.
cattleyanum como en P. cattleyanum f. lucidum; el proceso completo de
apertura requiere algunas horas. Esto concuerda con lo observado en otras
Mirthceas en que se determiné que la apertura floral comienza en horas
tempranas de la mafiana (Proenca y Gibbs, 1994; Caraballo, 2001; Maués y
Couturier, 2002; Damian et al., 2004; Gomes da Silva y Pinheiro, 2007). Al igual
que ocurre en P. guajava (Caraballo, 2001), en P. cattleyanum no se registré

antesis luego de las 8:30 hs.

Proenca y Gibbs (1994) reconocieron dos patrones diferentes de antesis en las
especies de Mirtaceas evaluadas entre las que se incluye Psidium firmum O.
Berg. El patrén “tipo Psidium” presenta el estilo curvado en la punta o
totalmente erecto y los filamentos estaminales irregularmente plegados cuando
los pétalos comienzan a abrirse; las anteras, en varios estados de dehiscencia,
se tornan visibles al tiempo que el estilo y los filamentos se expanden vy la flor
toma su aspecto abierto. Si bien en P. cattleyanum se constataron
caracteristicas similares al inicio de la antesis, existe una importante diferencia
vinculada a la dehiscencia de las anteras. De acuerdo a las observaciones
realizadas en el presente trabajo, la dehiscencia ocurre posteriormente a la
apertura de la flor, lo cual confirma lo reportado por Seth (1963) para P.
cattleyanum f. lucidum. A pesar de ello, se obtuvo polen en algunas pruebas de

viabilidad correspondientes al estadio 2 (pre-antesis), aunque en estos casos la
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cantidad de polen registrada fue menor que en los restantes estadios
analizados (antesis). Estos resultados podrian estar revelando una apertura
artificial de anteras debido a la manipulacion de las muestras y a la exposicion
al calor de la luz de la lupa. Por otra parte, si el polen observado proviene de la
apertura natural de las anteras, la dehiscencia previa a la antesis seria muy
poco frecuente ya que las observaciones realizadas a campo comprueban que
todas las anteras se encuentran cerradas cuando la flor abre. Difiriendo con lo
hallado en P. cattleyanum, Caraballo (2001) constaté que en P. guajava casi
todas las anteras ya estan dehiscentes en el momento de la apertura de la flor,
lo que concuerda con el patron “tipo Psidium” descrito por Proenca y Gibbs
(1994).

En términos generales, la morfologia floral y el desarrollo de la flor fueron
similares entre los materiales de P. cattleyanum var. cattleyanum y P.
cattleyanum f. lucidum. Las caracteristicas morfologicas observadas de la flor
en ambos materiales facilitan la autopolinizacion en el estadio E3 debido a la
distancia cercana existente entre los estambres y el estigma en esta fase. La
similitud de altura entre el estigma y las anteras de las series externas de
estambres y su proximidad dada al inicio de la antesis posibilitan el pasaje de
polen de las anteras al estigma en forma espontanea, es decir, sin vector de
transferencia. Por otra parte, aquellos visitantes florales que debido a su
pequefio tamafio y a la forma en que recorren los estambres en busqueda de
polen no alcanzaran a contactar ambos verticilos fértiles (masculino y
femenino) en E4, podrian actuar como polinizadores efectivos en esta etapa
(E3) al verse facilitada la transferencia de polen al estigma de la flor por la
cercania de las piezas florales. En este caso el polen trasladado podria
provenir tanto de la propia flor (autopolinizacion) como de otras plantas
(polinizacién cruzada). El incremento de la separacion espacial entre las
funciones de recepcion y dispersion de polen puede disminuir la eficiencia de
transferencia de polen si los visitantes florales contactan solo anteras o
estigmas al moverse de flor en flor (Webb y Loyd, 1986). La limitacion para que
ocurra autopolinizacion espontanea radica en gque la dehiscencia de las anteras
se produce cuando la flor presenta completamente expandidos los pétalos y

estambres (E4), es decir, cuando la separacion entre anteras y estigma es
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maxima. Schmidt-Adam et al. (1999) observaron que en Metrosideros excelsa
Gaertn. la separacion horizontal entre estigma y anteras puede ser efectiva en
la prevencion de la autogamia sin intervencion de polinizadores. En algunos
casos del presente trabajo se observaron flores en E3 con anteras abiertas,
habilitando el pasaje de polen hacia el propio estigma de la flor, aunque la
exposicién de polen en E3 seria poco frecuente. De esta manera, para que
ocurra la polinizacién se requiere de la accion del viento o de visitantes florales
gue por su tamafio corporal o por el comportamiento que desarrollan en la flor
sean capaces de establecer contacto con ambos verticilos fértiles en E4. Esto
podria restringir el elenco de polinizadores efectivos en P. cattleyanum f.
lucidum respecto a P. cattleyanum var. cattleyanum ya que las anteras en E4
guedan a una separacion superior del estigma debido al mayor tamafio de las
flores. Por otra parte, el mayor tamafio de las flores de P. cattleyanum f.
lucidum, constituye un mejor soporte para visitantes florales de mayor porte
que no pueden ser sostenidos por las flores de P. cattleyanum var.
cattleyanum. Existen observaciones en las que se ha relacionado las
variaciones en la morfologia floral en grupos taxonémicamente cercanos con
diferencias en el espectro de polinizadores y con deposiciéon diferencial de
polen (Rodriguez y Sanoja, 2008). En las especies estudiadas de la familia
Vochysiaceae, Rodriguez y Sanoja (2008) encontraron que no solo el tamafio
de la flor sino también su morfologia son importantes para determinar el

tamafio de los polinizadores de una especie particular.

El tiempo de vida determinado para la flor de P. cattleyanum es de un dia, lo
cual coincide con lo observado en otras Mirtaceas como P. guajava, Myrciaria
dubia (Kunth) McVaugh y algunas especies del género Eugenia (Maués y
Couturier, 2002; Damian et al., 2004; Gomes da Silva y Pinheiro, 2007). La
mayor persistencia de las piezas florales hallada en P. cattleyanum f. lucidum
respecto a P. cattleyanum var. cattleyanum durante la vida de la flor y la
senescencia, podria determinar un periodo de polinizacion mas prolongado
debido a que la sefial para atraer a los visitantes florales (pétalos, estambres,
aromas), asi como la presencia de la recompensa floral representada por el
polen, permanecen por mas tiempo en las flores. De todas formas, la pérdida

de turgencia y el cambio de coloracion de las piezas florales propios de la
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senescencia y la disminucion de la cantidad de polen a lo largo del tiempo
debilitan esta sefal reduciendo notoriamente la frecuencia de visitas en esta
etapa (Schmidt-Adam et al., 1999; Maués y Couturier, 2002; Marshall et al.,
2010).

Coincidiendo con lo sefalado por Proenca y Gibss (1994) para P. firmum, no se
detectdé secrecion de néctar en las flores de P. cattleyanum, por lo que el
recurso floral buscado por los visitantes florales se restringié a los granos de
polen. En flores de P. cattleyanum f. lucidum se observd una especie de
coledptero consumiendo los estambres. Debido a la numerosa cantidad de
estambres que poseen, pareceria ser una caracteristica comdn entre algunas
especies de Myrtaceae el hecho de que los granos de polen actien como
atractivo floral primario y en algunos casos como unico recurso floral ofrecido a

los polinizadores (Proenca y Gibbs, 1994; Gomes da Silva y Pinheiro, 2007).

Los valores medios de viabilidad de polen no superaron el 48%, presentandose
en los ejemplares de frutos amarillos de INIA Las Brujas los valores mas altos.
Raseira y Raseira (1995) estimaron una viabilidad de 71 y 21% en P.
cattleyanum f. lucidum y P. cattleyanum var. cattleyanum respectivamente,
mediante la técnica de tincion con carmin propionico. Teniendo en cuenta que
los métodos de tincion pueden sobreestimar los valores de viabilidad, los
autores realizaron ensayos de germinacion de polen in vitro en diferentes
medios de cultivo en ejemplares de P. cattleyanum var. cattleyanum y P.
cattleyanum f. lucidum de distintas procedencias geograficas, los cuales
arrojaron resultados muy variables. De acuerdo a este analisis, el porcentaje de
germinacion de polen en P. cattleyanum es bajo, con valores inferiores al 35%,
y constatandose una muy baja viabilidad en dos de los cuatro tipos de
materiales evaluados (Raseira y Raseira, 1995). Con la finalidad de determinar
si la baja viabilidad de polen hallada en P. cattleyanum se debia a anomalias
del polen o era ocasionada por factores externos, Raseira y Raseira (1995)
analizaron el porcentaje de tétradas normales de polen ya que irregularidades
en el comportamiento meidtico afectan la fertilidad. Los resultados obtenidos
por estos autores evidencian que el porcentaje de tétradas normales es
extremadamente bajo (tanto en materiales de P. cattleyanum var. cattleyanum

como de P. cattleyanum f. lucidum) lo que tal vez explicaria los bajos
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porcentajes de germinacion hallados por estos investigadores. Estudios
ontogenéticos de las flores de P. cattleyanum comprendidos en el marco del
presente proyecto, constatan una alta frecuencia de anomalias en la formacién
de los granos de polen que explican los valores nulos de viabilidad en
materiales empleados en esta investigacion (Souza y Speroni, 2014) y que
confirman las observaciones realizadas por Raseira y Raseira (1995). A pesar
de que la ausencia de polen viable resulta un factor limitante para la produccion
de frutos y semillas, podria ser un mecanismo favorable a la polinizacién
cruzada ya que el polen en las flores serviria como recompensa para los
visitantes florales que, atraidos por su presencia, podrian polinizar estas
plantas con polen viable de otros individuos.

Un aspecto a destacar es la dificultad que se presenté en la obtencién de
polen para los estudios de viabilidad ya que, en la mayoria de los ejemplares
analizados, muchas de las flores colectadas tenian una escasa o nula cantidad
de polen. Raseira y Raseira (1995) realizaron el recuento de granos de polen
por antera considerando la relevancia que cobra esta variable frente al bajo
porcentaje de polen viable registrado en P. cattleyanum. Sus resultados revelan
un nimero medio de granos de polen por antera comparado con el de otras
especies, pero consideran que existe un gran namero total de granos de polen
por flor dada la elevada cantidad de estambres que poseen. Seria conveniente
verificar si lo observado en el presente trabajo responde a una rapida remocion
del polen de las flores por agentes de polinizacion (Maués y Couturier, 2002) o
si esta vinculado a la cantidad total de polen producida en las plantas
examinadas. Raseira y Raseira (1995) sefialan que este tipo de estudio es
conveniente repetirlo al menos durante tres afios ya que existen antecedentes
en otras especies sobre la variacion de un afio a otro del niumero de granos de

polen producidos por antera.

El periodo de receptividad estigmatica, tanto en P. cattleyanum f. lucidum como
en P. cattleyanum var. cattleyanum, es prolongado y abarca etapas de pre-
antesis y antesis. Seth (1963) observo que el estigma en P. cattleyanum f.
lucidum se vuelve receptivo el dia en que la flor abre y permanece en esta
condicion hasta 72 horas, mientras que en las restantes especies del género

evaluadas se registr6 una menor duracion de la receptividad, comenzando al
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dia siguiente de la apertura de la flor. De acuerdo a los resultados obtenidos en
el presente trabajo, esta discrepancia sobre el momento en que el estigma se
vuelve receptivo podria ser significativa si la dehiscencia de anteras se
produjera en forma previa a la apertura de la flor (pre-antesis), favoreciendo de
esta manera, la autopolinizacion de las flores. Sin embargo, las observaciones
realizadas y lo determinado por Seth (1963) para P. cattleyanum f. lucidum
demuestran que la dehiscencia de anteras ocurre unas horas después del inicio
de la antesis, por lo que la autopolinizacién no se veria privilegiada por sobre la

polinizacion cruzada.

El conjunto de caracteristicas florales observadas en P. cattleyanum en el
marco del presente trabajo indica que tanto la autopolinizacibn como la
polinizacion cruzada son eventos factibles. No se constataron mecanismos
especificos, ya sea estructurales o funcionales, que impidieran o favorecieran
exclusivamente alguno de estos tipos de polinizacion. Sin embargo, ciertos
aspectos analizados en este trabajo podrian contribuir a que se vea favorecida
la polinizacion cruzada. Por ejemplo, el periodo de algunas horas que separa la
apertura floral y la dehiscencia de anteras, generandose una breve fase de
protoginia (dicogamia), donde el estigma estd receptivo pero las anteras no
abrieron aun. En este lapso podria darse la polinizacién Unicamente con polen
proveniente de otras flores, aunque esto no abarcaria solamente la polinizacién
cruzada sino que también podria incluir polen del mismo individuo
(geitonogamia). No obstante, se observé que cuando no hay polen expuesto
los visitantes no se detienen en las flores (Maués y Couturier, 2002; Marshall et
al. 2010) o las recorren someramente sin establecer mucho contacto con las
distintas piezas florales. La posibilidad de que ocurra polinizacion efectiva en
este caso es menor que cuando hay exposicion de polen en las anteras. La
separacibn maxima entre estigma y estambres (E4) cuando se produce la
dehiscencia de las anteras constituye una barrera mecéanica (hercogamia) para
la autopolinizacién espontanea, pero no impide la autopolinizacion mediante
vectores de transferencia. Los resultados obtenidos en ensayos de polinizacion
manual realizados en el marco del presente proyecto revelan un muy bajo
porcentaje de fructificacion en los tratamientos de autopolinizacion espontanea,

lo que confirma la efectividad de la barrera de hercogamia y la necesidad de un
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vector de polinizacién para que ocurra autopolinizacion (Speroni et al. 2014).
Otro aspecto relevante es la ausencia de polen viable en cuatro de los cinco
ejemplares de P. cattleyanum var. cattleyanum evaluados. La fertilizaciéon de
los 6vulos debe producirse a partir de polen viable proveniente de otras
plantas, por lo que en estos casos la alogamia es el Unico mecanismo posible
de reproduccion sexual. En este sentido, se torna fundamental avanzar en el
estudio del sistema reproductivo de la especie mediante metodologias
complementarias para establecer si existen barreras de autoincompatibilidad u
otro mecanismo de reproduccion asexual involucrado en la flor y dimensionar el
efecto de esta situacion en la biologia reproductiva de las plantas bajo estudio.
Asimismo, seria conveniente realizar nuevos analisis de viabilidad de polen que
amplien el muestreo a otros ejemplares, tanto de frutos rojos como amarillos,

para determinar el estatus general de la fertilidad masculina en la especie.

Estos resultados reafirman la importancia de conocer las condiciones en las
que se encuentra el polen previo a la realizacion de cruzamientos dirigidos ya
que su éxito depende de la aplicacion de polen viable sobre un estigma
receptivo compatible (Stone et al. 1995, Page et al. 2006). El andlisis de la
biologia intrafloral contribuye a la planificacion del trabajo experimental y a una
adecuada interpretacion de resultados (Stone et al. 1995, Speroni et al. 2009).
El complemento de esta investigacion mediante otros abordajes permitira
profundizar en la comprension y caracterizacion del sistema reproductivo de P.

cattleyanum.
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6.- CONCLUSIONES

e El periodo de desarrollo floral abarca aproximadamente dos meses
desde el momento en que la yema se torna visible hasta la apertura de
la flor, tanto en P. cattleyanum var. cattleyanum como en P. cattleyanum

f. lucidum.

e Se constata un desarrollo y morfologia floral de caracteristicas similares
entre los ejemplares evaluados de P. cattleyanum var. cattleyanum y P.
cattleyanum f. lucidum. Las diferencias halladas a nivel del tamafio de la
flor y de las piezas florales podrian contribuir como fuente de caracteres
para la confirmacion de diferentes entidades taxondmicas entre dichos

materiales.

e La antesis se inicia tempranamente en la mafana (6:30 a.m.) y la vida

de la flor es de un dia en ambos materiales.

e La dehiscencia de las anteras se produce unas horas después del

comienzo de la antesis en ambos materiales.

e El polen constituye, en general, el Unico recurso floral buscado por los

polinizadores en las flores de Psidium cattleyanum.

e El amplio periodo de receptividad estigmatica determinado en ambos

materiales no representa un factor limitante para la polinizacion efectiva.

e La ausencia de polen viable en la mayoria de los ejemplares de frutos
rojos examinados es una limitante para el éxito reproductivo por via

sexual de los materiales seleccionados.
e Las caracteristicas morfo-funcionales observadas sefialan que tanto la

autopolinizacion como la polinizacion cruzada son eventos posibles en

las flores de P. cattleyanum.
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El estadio E4 se identific6 como la fase floral mas propicia para la
polinizacion natural debido a que ambos verticilos fértiles se encuentran
funcionales y la sefial para atraer a los visitantes florales mantiene su

vigor.

Para tratamientos de polinizacién manual se determiné que el estadio E2
es el més apropiado para la emasculacion y utilizacion de polen externo
ya que el estigma se encuentra receptivo y las anteras de la flor

receptora aun permanecen cerradas.
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ANEXO

Periodo de floracibn de los materiales de Psidium cattleyanum estudiados en la
Estacion Experimental de Facultad Agronomia Salto durante la primavera de 2011. Se
establecié como inicio y final de la floracién la fecha en que la planta poseia el 10% de

las flores en antesis y el 90% de flores senescentes, respectivamente.
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Datos meteoroldgicos de la Estacion Experimental de Facultad de Agronomia Salto
(EEFAS) y del Instituto de Investigacion Agropecuaria (INIA) Las Brujas - Canelones.
Se indican valores medios de temperatura (°C) y precipitacion acumulada mensual
(mm) de setiembre a diciembre de 2011 en cada Estacion Experimental.

Est. Exp. Facultad Agronomia Salto Setiembre Octubre Noviembre Diciembre
Temp. media mensual (°C) 16,5 18,0 22,5 23,2
Temp. maxima media (°C) 22,9 22,8 29,2 30,1
Temp. minima media (°C) 10,0 13,2 16,1 16,4
Precipitacién acumulada mensual (mm) 137,5 184,1 72,3 22,1
INIA Las Brujas Setiembre  Octubre Noviembre Diciembre
Temp. media mensual (°C) 13,43 15,5 20 20,3
Temp. maxima media (°C) 19,55 20,3 26,51 26,03
Temp. minima media (°C) 7,25 10,63 13,45 14,52
Precipitacion acumulada mensual (mm) 20,5 74,2 138,8 63,6
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