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Resumen

Auto-incompatibilidad de accion tardia e hibridacién interespecifica en el género
Tabebuia A. 1. Gomes ex DC (Bignoniaceae): estudios relacionados con el

desarrollo reproductivo.

Resumen

Objetivo: El objetivo general de esta tesis fue el estudio de los mecanismos de auto-
incompatibilidad y compatibilidad interespecifica en el género Tabebuia.

Principales resultados y conclusiones: Se comprobo la existencia de un sistema de
auto-incompatibilidad, que opera en las tres especies estudiadas: 7. heptaphylla, T. alba
y T. pulcherrima. El sistema de auto-compatibilidad pudo ser categorizado como de
accion tardia al comprobarse que en los pistilos auto-polinizados, los tubos polinicos
crecen hasta el ovario. En la auto-polinizacion de las tres especies, se comprobd que,
aunque la doble fecundacion es eficiente, la abscision de los pistilos, que se produce
entre los 4 y 6 DPP, pone en evidencia que los cruzamientos son auto-incompatibles.
Durante este periodo, el endosperma alcanza el estado de 8-células y el cigoto
permanece indiviso. La abscision de los pistilos en un mismo estado de desarrollo del
endosperma permitié confirmar que se trata de un sistema de auto-incompatibilidad y
no de depresion por endogamia. Se detectd que la velocidad de crecimiento de los tubos
polinicos fue mayor en la polinizacion cruzada con respecto a la auto-polinizacion. Por
induccion de poliploidia se obtuvieron individuos tetraploides auto-compatibles y luego
triploides estériles. Se obtuvieron hibridos a partir de los siguientes cruzamientos: 7.
pulcherrima x T. heptaphylla, T. heptaphylla x T. alba y T. pulcherrima x T.
crysotricha. Se comprobd la existencia de incompatibilidad unilateral en el cruzamiento
entre T. heptaphylla y T. alba. Se determind que los mecanismos de incompatibilidad
operan previo a la fecundacion. En las diferentes combinaciones, se identificaron
patrones diferentes de deposicion de calosa en los tubos polinicos, lo que indica
mecanismos diferentes de incompatibilidad. La propagacion de clones selectos de 7.

heptaphylla por el método de injerto, mantuvo las caracteristicas de los mismos.

Palabras clave: Tabebuia, auto-incompatibilidad, hibridacion interespecifica,

endospermogénesis, crecimiento del tubo polinico, poliploidia, mejoramiento.



Abstract

Late-acting self-incompatibility and interspecific hibridization in the genus

Tabebuia A. 1. Gomes ex DC (Bignoniaceae): reproductive developmental studies.

Abstract

Objective: the main objective of this thesis was the study of self-incompatibility and
interspecific compatibility mechanisms in the genus Tabebuia.

Main Results and Conclusions: The existence of self-incompatibility was proved in 7.
heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima. The incompatibility system was categorized as
late-acting self-incompatibility because the pollen tubes reach the ovary in self-
pollinated pistils. While double fertilization was verified in self-pollinated pistils from
the three species, pistils abscission, produced between 4 and 6 days post pollination,
demonstrated incompatibility. During this period, the endosperm reached 8—cellular
stage and the zygote remain undivided. Pistils abscission, always in the same
endosperm developmental stage confirmed the existence of a self-incompatibility
system, rather than inbreeding depression. Pollen tube growth was faster in cross
pollination than in self pollination. Polyploidy induction permitted the acquisition of
self-compatible tetraploids, and later sterile triploids. Interspecific hybrids were
obtained from the following crossings: 7. pulcherrima x T. heptaphylla, T. heptaphylla
x T. alba and T. pulcherrima x T. crysotrycha. The occurrence of unilateral
incompatibility was confirmed in 7. alba x T. heptaphylla. Incompatibility mechanisms
were proved to operate prior to fecundation. Different callose deposition patterns were
identified in pollen tubes in the different cross combinations, indicating different
incompatibility systems. Propagation of 7. heptaphylla by grafting maintained selected

clones' characteristics.

Key words: Tabebuia, self-incompatibility, interspecific hybridization, endosperm

development, pollen tube growth, polyploidy, breeding.
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Introduccion

El género Tabebuia en la Argentina

El género Tabebuia A. 1. Gomes ex DC. (Flia: Bignoniaceae, Tribu: Tecomeae)
comprende 100 especies distribuidas desde el norte de México y las Antillas hasta el
norte de Argentina (Gentry, 1992).

Son arbustos o arboles, de hojas simples, 1-folioladas o 3-7 (9) folioladas de
borde entero o aserrado. La inflorescencia es una panicula terminal o estd reducida a
una unica flor, como es el caso de 7. nodosa (Griseb.) Griseb. Las flores presentan
corola tubular infundibuliforme o tubular-campanulada de color blanco, amarillo,
lavanda, magenta o rojo (Gentry, 1992).

De acuerdo a Arbo (1999) en la Argentina habitan 8 especies: T. heptaphylia
(Vell.) Toledo, T. impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl., T. alba (Cham.) Sandwith, T.
aurea (Silva Manso) Benth. & Hook.f. ex S. Moor., T. lapacho (K. Schum.) Sandwith,
T. nodosa, T. ochracea (Cham.) Standl. y 7. pulcherrima Sandwith. Las dos primeras
especies presentan corola rosada aunque se han hallado ejemplares con flores blancas en
ambos casos (Fabris, 1965). Ejemplares de 7. impetiginosa con flores blancas, también
son reportados por Gentry (1992).Se trata de ejemplares que aparecen esporadicamente
en el noroeste argentino y que son cultivados por su valor ornamental. Al respecto,
Gentry destaca que todas las especies de Bignoniaceae de flores rosadas tienen,
ocasionalmente variantes de flores blancas.

Observaciones personales y obtenidas de cultivadores de Tabebuia demostraron
que las plantas derivadas de las semillas de estos arboles presentan flores rosadas por lo
que la Unica manera de mantener estos genotipos es por medio de la propagacion
agamica. Hasta el momento no hay estudios genéticos que expliquen la herencia del

color de las flores en estas especies.Varias hipotesis podrian proponerse al respecto,
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todas las cuales incluyen la mutacion, el silenciamiento de genes relacionados con la
determinacion del color de la flor o genes de herencia cuantitativa. Este tema merece
posteriores estudios. Las restantes especies nativas presentan flores amarillas.

Las especies que habitan en Argentina se distribuyen en el nordeste y noroeste
siendo 7. heptaphylla, T. pulcherrima y T. alba nativas de la provincia fitogeografica
Paranense, T. lapacho, T. impetiginosa y T. ochracea de las Yungas, y T. aurea y T.
nodosa, de la region Chaquefia siendo la ultima especie la de mas amplia distribucion en
la Argentina llegando hasta la provincia de Cordoba (Cabrera, 1971). T. crysotricha
(Martius ex A. de Candolle Standley) es citada para Misiones por Gentry (1992) aunque
Arbo (com. pers.) sostiene que se trata de ejemplares cultivados.

Es importante considerar que Lorenzi (2002) no concuerda con la sinonimia
entre 7. impertiginosa y T avellanedae propuesta por Gentry (1992) y aceptada por
Arbo (1999), tema que amerita futuras investigaciones.

Muchas especies tienen valor forestal debido a que su madera es dura, y
practicamente imputrescible (Fabris, 1965). También se ha detectado que la corteza y la
madera de gran parte de las especies tienen propiedades antitumorales, anti-
inflamatorias, bacteriostaticas y fungistaticas atribuidas a la presencia de lapachol
(Ferraz et al. 2001). Algunas de estas especies son utilizadas como ornamentales no
solo en la Argentina sino en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo
debido a sus vistosas flores, alin cuando, hasta el momento, ninguna de ellas ha sido
mejorada genéticamente.

El mejoramiento de especies lefiosas ha sido muy poco abordado debido
principalmente a la prolongada fase juvenil que en general presentan. Se pueden citar

solo algunos géneros tales como Rosa L., Rhododendron L., Hibiscus L., Kalmia L.,
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Camellia L. en los cuales se han encarado planes de mejoramiento (Callaway y

Callaway, 2000; Anderson, 2006).

Mejoramiento de las caracteristicas ornamentales en el género Tabebuia

A partir de 1999, se ha comenzado un Plan de Mejoramiento en el género
Tabebuia en el Instituto de Floricultura INTA-Castelar, a fin de obtener plantas que
florezcan en estados tempranos del desarrollo y que posean forma compacta, es decir
entrenudos cortos y ramificacion desde su base que las hagan aptas para el cultivo en
maceta (Facciuto et al. 2003). Este objetivo se planted en base a una nueva demanda del
mercado ornamental de “anualizar plantas perennes” (Wilkins y Anderson, 2006). Este
interés de los propagadores y productores del sector floricola ha impulsado a los
fitomejoradores a buscar en aquellas especies de prolongado periodo juvenil, nuevos
genotipos con la caracteristica de florecer en estados tempranos del desarrollo.

Para ello, primeramente se realizaron viajes de exploracion y recoleccion a las
zonas de distribucion y también se recolecté material del arbolado publico (Fig. 1). Se
realizd una primera seleccion in situ detectando arboles de baja altura en floracién o
fructificacion. En este trabajo se hallaron ejemplares que presentaban la particularidad
de tener flores y frutos conjuntamente, lo que fue asociado a su potencial periodo de
floracién prolongado.

Se obtuvo una coleccion de 86 entradas. Algunas de dichas entradas se
propagaron a partir de semillas aunque la mayoria fueron individuos seleccionados in
situ y posteriormente clonados a partir de injertos. La coleccidon se mantiene in vivo en
invernaculos del mencionado Instituto (Fig. 2) y sus datos de pasaporte estan

disponibles en la base de datos BG- Base.
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A partir de este material, se realizd la caracterizacion morfo-fenologica de la
coleccion, lo que condujo a la seleccion de ejemplares con caracteristicas ornamentales
superiores tales como floracion profusa, inflorescencias compactas y formadas por gran

cantidad de flores, variabilidad en la tonalidad de las flores y ramificacion desde la

base, entre otras.

Figura 1: Ejemplares de Tabebuia seleccionados in situ a- T. heptaphylla (Misiones),

b- T. pulcherrima (Misiones), ¢- T. nodosa (Cordoba).

Es interesante mencionar que también se detectdo la presencia de aroma en
algunas entradas de 7. heptaphylla y T. crysotricha, caracteristica no mencionada hasta
el momento en los estudios taxondmicos. Dicha caracteristica fue evaluada con la
aplicacion de una nueva metodologia de caracterizacion de aromas que emplea una

Nariz Electronica (AROMASCAN A32/50S, OSMETECH, PLC, Inglaterra), la cual
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permitié discriminar los perfiles de aroma de las flores de los genotipos evaluados (Fig.
3).
Se seleccionaron individuos de 7. heptaphylla con floracion en el primer afio de

cultivo y con variabilidad en cuanto a la ramificacion. Se consideraron principalmente

los genotipos que poseian la caracteristica de florecer, manteniendo las hojas.
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Figura 3: Analisis Discriminante Canonico de los perfiles de aroma medidos por Nariz
Electronica correspondientes a 8 entradas de 7. heptaphylla (Facciuto et al. 2002).
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Los materiales mas promisorios fueron clonados a partir de injertos y evaluados
en el primer ciclo de cultivo. En la Fig. 4 se presentan cuatro de los quince clones
evaluados. Un clon (Fig. 4 b) fue seleccionado debido a las aptitudes ornamentales que

presento, tales como entrenudos cortos y floracion manteniendo las hojas.

Figura 4: Evaluacion de clones de 7. heptaphylla. Aumentos: Barras = 5 cm.

Se cruzaron individuos con caracteristicas ornamentales superiores y se
selecciono en la progenie (F1) un individuo que combind la capacidad de florecer en el
primer afo de cultivo y el caracter de ramificarse desde la base, ambas caracteristicas de

relevancia para la obtencion de variedades de uso en maceta. Es importante aclarar que,
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segun las observaciones realizadas en los lugares de origen y la informacion obtenida
desde los productores, T. heptaphylla florece a la edad de 4 a 8 afos, dependiendo de la
zona; ademas se detectd un arbol que con 66.5 cm de diametro a la altura de pecho
permanecia en fase juvenil (Arizumi, com. pers.).En la Fig. 5 a y b se presenta el
individuo seleccionado en su primera y segunda floracion, correspondientes al primer y
segundo afio de cultivo.

El individuo seleccionado fue clonado exitosamente a partir de injerto y las
plantas injertadas mantuvieron la capacidad de florecer en el primer ciclo de cultivo,
esto fue a los 8 meses desde la realizacion del injerto (Fig. 5 ¢).

Dicho clon fue evaluado a fin de cumplimentar los requisitos de distinguibilidad,
homogeneidad 'y estabilidad, para su inscripcion en el Registro Nacional de la
Propiedad de Cultivares (INASE). Para ello fue necesaria la confeccion del descriptor
ya que la UPOV (Unién Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales)
no dispone de ellos para muchos de los géneros nativos de Argentina. En el anexo II de
esta tesis se presenta el descriptor preparado a fin de cumplimentar dicho tramite.

También se encontrd en una entrada de 7. crysotricha la capacidad de floracion
en estados tempranos del desarrollo. Se selecciond in situ un ejemplar en fructificacion
de baja estatura (1.50 m), las semillas provenientes de los frutos del mencionado
ejemplar se sembraron y en la descendencia se seleccionaron individuos que florecieron
a los 9 meses de cultivo (Fig. 6 a).

En esta especie no se hallaron individuos en floracion con la presencia de hojas,
caracteristica deseada para la produccion de variedades para uso en maceta. Dichos
individuos, al igual que en 7. heptaphylla, fueron clonados exitosamente a partir de

injertos y las plantas obtenidas florecieron en el primer ciclo de cultivo (Fig. 6 b).



Introduccion

Figura 5: T. heptaphylla: clon seleccionado por floracion en estados tempranos del
desarrollo. Nombre propuesto para su inscripcion “Sorpresa Rosa INTA”. a- planta a
los 8 meses de cultivo (primera floracion) b- planta a los 20 meses de cultivo (segunda
floracion) e- clonacion por injertos, d- detalle de inflorescencia, e- detalle de flor.
Aumentos: a, b, ¢, d, barras = 5 ¢cm; e, barra = 0.5 cm.

El resto de las especies presentaron fases juveniles variables: 7. pulcherrima y
T. ochracea florecieron a partir del segundo afio de cultivo desde su siembra. Los
ejemplares de T. impetiginosa y T. nodosa a los 5 afos de cultivo continuaron en fase

juvenil. No se dispone de informacion acerca del periodo de la fase juvenil del resto de

las especies de Tabebuia que forman parte se esta tesis (7. lapacho, T. alba 'y T. aurea).



Introduccion

Figura 6: 7. crysotricha: clon seleccionado por floracion en estados tempranos del
desarrollo. a- planta a los 9 meses de cultivo, b- clonacion por injertos, c- detalle de
flor. Aumentos: a, b, barras = 5 cm; ¢, barra = 0.5 cm.

La caracterizacion de la coleccion de Tabebuia y, especialmente, la
floracion en estados tempranos del desarrollo encontrada en 7. heptaphylla y T.
crysotricha ha permitido el planteo de los aspectos a abordar en la presente tesis tales
como la hibridacion interespecifica y la induccion de la poliploidia. Ambas técnicas son
muy utilizadas en el mejoramiento de plantas ornamentales y muchas variedades
comerciales derivan de su aplicacion (Van Tuyl y Lim, 2003). Asimismo, el material
seleccionado para la realizacion de esta tesis facilita los estudios de auto-

incompatibilidad planteados, debido a la posibilidad de mantener las plantas en
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condiciones controladas. Es importante aclarar que los trabajos hasta el momento
reportados se han hecho en ejemplares a campo.

Esta tesis investiga los mecanismos y problemas que subyacen los resultados de
los trabajos arriba mencionado. Los mismos se presentan en cuatro capitulos:

Capitulo I: La auto-incompatibilidad en tres especies de Tabebuia.

Capitulo II: Induccién de poliploidia en dos especies de Tabebuia.

Capitulo III: Hibridacion interespecifica en el género Tabebuia.

Capitulo IV: Propagacion de clones selectos de 7. heptaphylla por injertos:

influencia del pie de injerto.

Objetivo general
Avanzar en el conocimiento de los mecanismos de auto-incompatibilidad y

compatibilidad interespecifica en el género Tabebuia.

Objetivos parciales

1- Verificar el mecanismo de auto-incompatibilidad en especies argentinas del género
Tabebuia.

2- Establecer la aptitud combinatoria y las barreras a la hibridacion interespecifica.

3- Determinar los eventos post-polinizaciéon en cruzamientos compatibles ¢
incompatibles.

4- Producir individuos tetraploides en Tabebuia y establecer su relacion con la auto-
incompatibilidad.

5- Establecer la posibilidad de propagar masivamente los clones selectos obtenidos a

partir de la técnica de injerto.

11



Introduccion

Hipétesis

Hipotesis 1: Las especies de Tabebuia nativas de Argentina presentan auto-

incompatibilidad de accion tardia (late acting self- incompatibility).

Hipotesis 2 Es posible la obtencion de hibridos interespecificos en el género Tabebuia a

través de la realizacion de cruzamientos controlados.

Hipotesis 3: Es posible la obtencion de individuos tetraploides en Tabebuia y dicha

caracteristica produce ruptura de la auto-incompatibilidad.

Hipotesis 4: Los factores que se postulan como componentes de la auto-
incompatibilidad y compatibilidad interespecifica:
(i) son detectados en el material de estudio propuesto;

(i1) resultan operativos para mantener las barreras intra e interespecificas.

Hipotesis 5: El método de injerto para la propagacion masiva de clones selectos permite

mantener las caracteristicas de los mismos.
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La auto-incompatibilidad

en tres especies de Tabebuia

Capitulo I
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Auto-incompatibilidad

Introduccion

La auto-incompatibilidad es definida como la inhabilidad de una planta
hermafrodita para producir un cigoto luego de la auto-polinizacion, por lo tanto constituye
un mecanismo genético que evita la auto-fertilizacion en las plantas (Nettancourt, 2005).
Dicho mecanismo asegura la variabilidad genética evitando la depresion por endogamia y
promoviendo la polinizacion cruzada, por lo que su efectividad asegura el éxito en la
evolucion de las especies. Segun Nettancourt (2005), la auto-incompatibilidad esta
presente en mas de la mitad de las especies de Angiospermas.

La auto-incompatibilidad puede ser clasificada como homomorfica o
heteromorfica: en el primer caso las flores presentan un Unico tipo morfoldgico; en el
segundo puede haber dos o tres tipos morfologicos y la fecundacion se produce solamente
entre tipos diferentes.

Los sistemas de auto-incompatibilidad han sido clasificados en funcion del
genotipo que la determina: si estd determinado por el genotipo del polen (genotipo
haploide) la auto-incompatibilidad se denomina gametofitica, si estd determinada por el
genotipo de la planta que da origen al polen (genotipo diploide) se denomina esporofitica.
La auto-incompatibilidad gametofitica es mas comin y se ha encontrado en més de 60
familias a diferencia de la esporofitica que s6lo ha sido encontrada en siete familias:
Brassicaceae, Asteraceae, Convolvulaceae, Betulaceae, Caryophyllaceae, Polemoniaceae y
Malvaceae (Kao y Mc Cubbin, 1996; Hiscock y Mc Innis, 2003).

Stone y Goring (2001) afirman que, en el nivel molecular, los sistemas de auto-
incompatibilidad se han estudiado en muy pocas familias. Las familias mas estudiadas han

sido Solanaceae y Papaveraceae (auto-incompatibilidad gametofitica homomorfica) y

14



Auto-incompatibilidad

Brassicaceae (auto-incompatibilidad esporofitica). En todos los casos se trata de
mecanismos pre-cigoticos.

Los sitios de expresion de la auto-incompatibilidad pueden ser el estigma, el estilo
y/o el ovario. En alguno de estos sitios se produce la inhibicion del crecimiento del tubo
polinico, que se caracteriza por una acumulacion de calosa (B-1,3 glucano) en la punta de
los mismos. Esta acumulacion permite distinguir entre tubos polinicos compatibles e
incompatibles (Herrero y Dickinson, 1981; Lush y Clarke, 1997).

En la auto-incompatibilidad esporofitica, la interrupcion del crecimiento del tubo
polinico se produce en el estigma y en la gametofitica generalmente en el estilo.

La auto-incompatibilidad que se presenta en el ovario constituye un tercer sistema,
diferente de los anteriores. Este sistema en la actualidad esta casi totalmente subestimado
por los estudiosos del tema, pero reportes de los afios 1980 y 1990 dan a conocer que la
auto-incompatibilidad ovarica se presenta en muchas especies, tanto lefiosas como
herbaceas. Relacionado a la auto-incompatibilidad ovarica, Seavey y Bawa (1986)
introducen la expresiéon auto-incompatibilidad de accién tardia (late acting self-
incompatibility) y la aplican para referirse a especies que no tienen un sistema
convencional de auto-incompatibilidad, es decir, en todos los casos en que las flores son
polinizadas con polen propio y luego fracasan en la formacioén de sus frutos a pesar del
crecimiento aparentemente exitoso de los tubos polinicos hasta los 6vulos. Estos mismos
autores también sefialan que la auto-incompatibilidad de accion tardia es comun en las
plantas lefosas y la clasifican en cuatro categorias (1) inhibicién en el ovario de los tubos
polinicos incompatibles antes que alcancen los 6vulos, (2) inhibicion de la fecundacion, (3)
rechazo post-cigético y (4) inhibicion en el 6vulo. De las cuatro categorias, la cuarta no ha

sido claramente establecida y las tres primeras no son mutuamente excluyentes.
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Nettancourt (2005) en su libro Incompatibility and Incongruity in wild and
cultivated plants dedica muy poca atencion a este tipo de incompatibilidad y menciona una
lista de géneros en los cuales se combinan estilos huecos y auto-incompatibilidad ovarica
tales como: Narcissus L., Hemerocallis L., Lilium L., Gasteria Duval, Ribes L., Anona L.y
Freesia Klatt. Dicho autor también menciona que la auto-incompatibilidad ovérica es
comun en las especies que tienen estilos huecos, porque no hay suficiente contacto entre el
tejido estilar y los tubos polinicos para que se produzca la inhibicion del crecimiento de
estos ultimos. Otros casos que podrian incluirse dentro de la auto-incompatibilidad ovarica
son los reportados en: (i) Borago officinalis L.: la inhibicion es post-cigotica y se produce
luego de la primera division del endosperma (Crowe, 1971); (ii) Acacia retinoides Schldl.:
se produce la interrupcion del crecimiento del tubo polinico en la primera o segunda capa
de células de la nucela (Kenrick et al., 1986); (iii) Sterculia chicha St. Hil.: se produce un
crecimiento similar de tubos polinicos tanto en la auto-polinizacion como en la
polinizacion cruzada, aunque no se hicieron estudios histologicos que prueben la
ocurrencia o no de la doble fecundacion (Taroda y Gibbs, 1882); (iv) Capparis retusa
Griseb. (Bianchi y Gibbs, 2000) y (v) Apocynum cannabinum L. (Lipow y Wyatt, 1999):
estas dos ultimas similares a Sterculia chicha; (vi) Theobroma grandiflorum Schum.: tanto
en la auto-polinizaciéon como en la polinizacidon cruzada, aunque en diferentes porcentajes
se produce descarga de gametas, fusion de los nucleos polares y formacion del nticleo de la
célula endospermogénica (Ramos et al., 2005) y (vii) 7. cacao L.: en algunos 6vulos se
produce la descarga de gametas pero no se produce la singamia (Cope, 1962). Finalmente,
en un primer estudio de caracter morfogenético llevado a cabo en Asclepias exaltata L.
pudo determinarse que la auto-incompatibilidad de accion tardia esta controlada por un

gen: S-locus (Lipow y Wyatt, 2000).
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En la familia Bignoniaceae se han estudiado los sistemas reproductivos de 28
especies y se ha determinado, que a excepcion de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers
(Gobato- Rodrigues y Stort, 1992), Astianthus viminalis Baill (Bullock, 1985), Tecoma
stans (L.) Juss. Ex Kunth (Singh y Chauhan, 1996) y Tabebuia crysotricha (Bittencourt et
al. 2005), las restantes especies son auto-incompatibles. Dieciocho de ellas presentan auto-
incompatibilidad ovérica o “late-acting self-incompatibility” (Bianchi et al., 2005). En el
resto de las especies no se ha estudiado el tipo de auto-incompatibilidad que presentan.

Seavey y Carter (1994) diferencian la auto-incompatibilidad de accién tardia de la
depresion por endogamia temprana porque esta Ultima se desencadena por genes letales
recesivos que se expresan en el embrion y/o endosperma. Sin embargo, Nettancourt (2005)
considera a ambos como un mismo fendmeno; Bittencourt y Semir (2005) sefialan que la
discriminaciéon entre estos dos fenomenos es dificultosa y afirman que la auto-
incompatibilidad de accion tardia ha sido atribuida frecuentemente a especies en las cuales
no se ha realizado tal discriminacion. En la mayoria de los estudios relativos a este tipo de
auto-incompatibilidad, el sitio y naturaleza de la interrupcion en el crecimiento del tubo
polinico no han sido definidos.

Hasta el momento, en el género Tabebuia, los eventos post-polinizacion fueron
estudiados en s6lo 3 especies: T. impetiginosa (Bittencourt y Semir, 2005), 7. ochracea y
T. caraiba Bureau (Gibbs y Bianchi, 1993) en las que se observa la abscision de la mayoria
de los pistilos durante las primeras divisiones del endosperma. Bittencourt et al. (2003),
también hallaron una respuesta semejante al analizar los eventos post-polinizaciéon en
pistilos auto-polinizados de Spathodea campanulata Beauv.

En T. heptaphylla la existencia de auto-incompatibilidad fue inferida solamente a
partir del andlisis de la formacién de frutos (Torreta et al., 2002; Bittencourt y Semir,

2005). En T. nodosa (Gibbs y Bianchi, 1999) se infiere la existencia de auto-
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incompatibilidad por el resultado de la formacion o no de semillas y por estudios de
crecimiento del tubo polinico, pero no se confirma si se produce la doble fecundacion.

Con respecto a las causas que provocan este tipo de auto-incompatibilidad, la
informacion es escasa o nula. Gibbs et al. (2004) postulan que el rechazo de los tubos
polinicos podria estar sefializado por un cierto numero de oOvulos fertilizados que
desarrollan normalmente pero envian un tipo de feedback hormonal equivocado a la planta
madre, lo que causa la rapida abscision de los pistilos.

En cuanto a la existencia de antecedentes en la familia Bignoniaceae referidos a
otros aspectos relacionados con los temas tratados en este capitulo, cabe aqui mencionar
por una parte, la ausencia de estudios referidos al estigma y estilo y por otra, a las
caracteristicas embrioldgicas establecidas para la familia por Johri et al (1992). Con
respecto a las caracteristicas embriologicas se puede mencionar: (i) 6vulos anatropos a
hemianatropos, unitegumentados y tenuinucelares; (ii) tétradas tetraédricas (iii) saco
embrionario tipo Polygonum con antipodas persistentes hasta estadios tempranos del
desarrollo endospérmico o de vida efimera y (iv) endosperma de tipo celular.

La endospermogénesis que caracteriza a la familia, puede resumirse como sigue
(Govindu, 1950; Johri et al., 1992): el primer nucleo endospérmico se divide
transversalmente dando una célula calazal més pequefia y una célula micropilar mas larga
(estado de 2 células). Esta ultima se divide longitudinalmente para dar dos células (estado
de 3 células). En la tercera division mitdtica se produce una division longitudinal de la
célula calazal la cual puede o no estar seguida de una formacion de pared celular (estado 4-
celular o 3 celular, 4-nucleado). Luego, en muchas especies, las células micropilares se
dividen transversalmente para dar dos células centrales (6 células o 5 células con 6
nucleos). El desarrollo posterior del endosperma propiamente dicho sigue su desarrollo a

partir de la zona central por divisiones sincronizadas de las células que la forman.
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En el género Tabebuia, el desarrollo embriogénico y endospermogénico ha sido
estudiado en T. impetiginosa (Bittencourt y Semir, 2005) y en T. caraiba y T ochracea
(Gibbs y Bianchi, 1993). En los tres casos corresponde al descripto por Johri et al. (1992),
que arriba se detalld6 como caracteristico de Bignoniaceae.

En el presente trabajo se abordaron aquellos aspectos referidos a la biologia
reproductiva de 7. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima que estan relacionados a los
procesos de la auto-incompatibilidad como (i) polinizaciones controladas; (ii) crecimiento
del tubo polinico (velocidad de crecimiento y patron de distribucion de calosa) y (iii)
fecundacion y (iv) endospermogénesis. Estos aspectos se analizaron tanto en el caso de
pistilos auto-polinizados como en aquellos sometidos a polinizacion cruzada. Estos
estudios se complementaron con la investigacion de los aspectos histologicos, subcelulares

y quimicos de los estigmas en diferentes momentos del desarrollo.

Objetivo general

Avanzar en el conocimiento de los mecanismos de auto-incompatibilidad en el

género Tabebuia.

Objetivos parciales

(i) caracterizar los eventos post-polinizacién a través de la formacion de frutos,
estudios de crecimiento del tubo polinico (velocidad de crecimiento y morfologia),
fecundacion y endospermogénesis.

(i1) estudiar los estigmas en los niveles subcelular y quimico como componentes de

la relacion polen-pistilo.
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Materiales y métodos

1- Receptividad estigmatica

1.1 Ensayo de receptividad

Previo a la realizacion de los cruzamientos de evaluo la receptividad estigmatica de
T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima usando la prueba de Osborn et al. (1988). Para
ello se coloco peroxido de hidrogeno al 10% sobre los estigmas y se observo si se
producian burbujas. Se consideraron 6 estigmas con las ramas estigmaticas abiertas

(antesis) y 6 con ramas cerradas (1 dia previo a la antesis) en las tres especies.

1.2 Preparacion de tejidos para microscopia de campo claro (MCC), microscopia

electronica de transmision (MET) y microscopia electonica de barrido (MEB)

Los estigmas con ramas cerradas y abiertas de las tres especies fueron separados de
las flores e inmediatamente fijados en glutaraldehido 2,5 % en bufter fosfato pH 7.2 por 18
horas a 4° C, lavados con agua desionizada por 30 min, y post-fijados con tetroxido de
osmio (Sigma 05500) al 1 % durante 30 min. Luego fueron lavados nuevamente con agua
desionizada y deshidratados en una serie de etanol, seguidos de una serie etanol/ acetona
hasta llegar a acetona pura con cambios cada 30 min. Finalmente fueron embebidos en
resina Spurr (Spurr Kit Sigma-Aldrich® SPR-LV N76442, V36304, D8165 DER-736 y
D42562) segun Spurr (1969). Secciones semifinas (1 um aproximadamente de espesor) y
ultrafinas para MCC y MET respectivamente, fueron obtenidas usando un ultra-micrétomo
(Reichert-Jung, Viena, Austria) y cuchilla de diamante. Las secciones semifinas fueron

coloreadas con azul de toluidina 0.1% en buffer fosfato pH 5.5 (Sigma, T3260). Las
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secciones ultra-finas fueron montadas sobre grillas de niquel y coloreadas con acetato de
uranilo (Polyscience, Inc. 21447) y citrato de plomo (Polyscience, Inc. 0785).
Las muestras para ser observadas por microscopia de barrido se extrajeron e
inmediatamente el material fresco fue estudiado en el modo ambiental (PHILIPS XL 30).
Los estudios se realizaron con microcopia de campo claro (OLYMPUS BX 5,
Japon), microscopia electronica de transmision (ZEISS EM 109 Turbo, Wiesbaden,
Alemania) y microscopia electronica de barrido (PHILIPS XL 30 ESEM, Eidove

Holanda).

1.3 Andlisis de elementos quimicos a través de sonda dispersiva en energia (EDAX)

Para detectar los elementos minerales presentes en las papilas estigmaticas y granos
de polen asociados a las mismas, se utilizd una microsonda dispersiva en energia (EDAX)
acoplado a un microscopio PHILIPS XL30 ESEM (Eidove, Holanda). Se evaluaron por
esta metodologia papilas de estigmas con ramas estigmaticas cerradas y abiertas de T.
heptaphylla. También, se evaluaron las papilas y el polen asociado a las mismas 1 y 2 dias
post auto-polinizacion y polinizacion cruzada. En todos los casos se utilizé material fresco,

y los analisis se realizaron inmediatamente después de extraer las muestras.

2- Cruzamientos

Se realizaron cruzamientos controlados en genotipos selectos de 7. heptaphylla, T.

pulcherrima y T. alba (ver Anexo I, Tabla 1). Se considerd la auto-polinizacién y

polinizacion cruzada. Las flores fueron emasculadas 1 dia previo a su antesis, cuando

todavia las anteras no estaban dehiscentes. Se eliminé la corola para evitar la atraccion de
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polinizadores. Se decidid6 no cubrir las flores ya que previamente se comprobd que
pequefios movimientos de bolsas cobertoras producian dafios en los pistilos lo que traia
aparejado errores interpretativos. Debido a ello, se consideraron muestras testigo, es decir,
flores castradas y no polinizadas. En antesis, se procedi6 a la polinizacion con polen fresco
y/o conservado a 5° C en silica-gel. Se utilizd polen de al menos 80% de viabilidad
analizado seguiin la técnica de Greissl (1989). Se consideraron al menos 20 flores por
especie y por tratamiento.

Se evaluo la produccion de frutos por cruzamiento y se calculd el porcentaje de
fructificacion seglin la formula: Fructificacion (%) = frutos producidos/flores polinizadas x

100.

3- Crecimiento del tubo polinico

Se recolectaron pistilos en intervalos de 1 dia desde el primer dia al dia 4 seguido, a
la auto-polinizacion (DPAP) y polinizacion cruzada (DPPC) en las tres especies. Se fijaron
en FAA (formol; acido acético; etanol/1: 0,5: 8) por al menos 24 horas. Luego se enjuagaron con
agua destilada y se trataron con NaOH 0.8 N a 60° C por dos horas (modificado de Gibbs y
Bianchi, 1999). Los pistilos se enjuagaron nuevamente y se tifieron con azul de anilina al
1% en agua durante una hora para la deteccion de calosa. Los pistilos se montaron sobre un
portaobjetos con una gota de la mencionada solucion, se cubrieron con un cubreobjetos y
se presiono levemente. Se observaron con microscopio de epi-fluorescencia OLYMPUS
BX 50 (Japon) con filtros de excitacion y emision de 330-385 nm y 420 nm
respectivamente.

Se evalud el crecimiento diario del tubo polinico en los pistilos considerando la

distancia recorrida. Para ello se dividio el pistilo en cuatro partes: (i) estigma, (ii) primera
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mitad del estilo, (iii) segunda mitad del estilo y (iv) ovario. Los datos se relevaron segun la
siguiente codificacion: 1- germinacion y crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 2-
crecimiento de tubos polinicos hasta la mitad del estilo, 3- crecimiento de tubos polinicos
hasta el apice del ovario, 4- tubos polinicos penetrando la microépila. Se evaluaron al menos
15 pistilos por tratamiento y por especie. Se consideraron también pistilos control, para
ello se trataron de igual manera aunque sin la tincion con el fluorocromo y se observaron
bajo filtro ultravioleta.

Se caracterizaron los tapones de calosa hallados en 7. heptaphylla. Se considerd
tapon largo cuando la longitud del mismo superaba al menos una vez el diametro. Para ello
se tomaron fotografias en las cuatro zonas del pistilo mencionadas anteriormente. Las
fotografias se analizaron con el programa Image Tool. Se contaron los diferentes tipos de
tapones hallados en cada sector. Se considero en el analisis la cantidad de tapones largos y
cortos en cada sector. Se analizaron 10 pistilos por tratamiento. Se consideraron también
10 pistilos provenientes de plantas castradas sin polinizar. Los materiales se fotografiaron

con una camara digital Olympus C-5060.

4- Fecundacion y endospermogénesis

Se recolectaron pistilos a los 2, 3, 4, 5, 6, 10, 12 y 20 dias post auto-polinizacion
y/o polinizacién cruzada Se consideraron 4 ovarios por tratamiento. El material fue fijado
en glutaraldehido 2.5% en buffer fosfato 7.2 a 4° C, deshidratado en series alcoholicas y
embebido en parafina (O' Brien y Mc Cully, 1981). Con el material fijado se hicieron
cortes seriados de 8-10 um utilizando un micrétomo rotatorio. Las secciones fueron
coloreadas con safranina-verde indeleble. Los preparados se observaron en microscopio

optico y se fotografiaron con una camara digital Olympus C-5060.

23



Auto-incompatibilidad

5- Analisis Estadistico: los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Estatistica

version 6.1 Stat Soft®.

Resultados

1-Receptividad estigmatica

1.1 Ensayo de receptividad

Los estigmas de 7. heptaphylla, T. pulcherrima y T. alba son bifidos y el contacto
fisico con los mismos provoca que éstos cierren muy rapidamente. La apreciacion visual de
los mismos en el momento de la antesis permite afirmar que carecen del brillo
caracteristico de los estigmas htimedos.

La aplicacion de peroxido de hidrogeno en las dos fases de desarrollo estigmatico
analizadas: ramas estigmaticas cerradas (1 dia previo a la antesis) y abiertas (antesis),
provoco el burbujeo caracteristico de los estigmas en estado receptivo (Fig. 1). Esta

reaccion positiva se verifico en las tres especies analizadas.

Figura 1: Ramas estigmaticas de 7. heptaphylla (ME). a- antes que desplieguen, b- en el
momento que despliegan. Al aplicar peroxido de hidrogeno de observa el burbujeo
caracteristico del estado receptivo en ambos casos. Aumentos: a, b, barras = 50 um.
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1.2 Andlisis microscopico

El estudio de los estigmas de T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima con
microscopia de campo claro, electronica de barrido y de transmision demostro similitud en
la morfologia y componentes ultra-estructurales entre las especies y en los dos estados

analizados.

La superficie receptiva esta dispuesta en la cara interna de las ramas estigmaticas y

estd compuesta por papilas oblongas de extremo aguzado (Fig. 2).

GSE 100

Figura 2: Estigma receptivo de 7. heptaphylla, (MEB). a- ramas estigmaticas, b- detalle
de papilas. Aumento: a, b, barras = 100 pm.
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Figura 3: Corte transversal de estigma de 7. alba (MCC). a- ramas estigmaticas, las
flechas sefialan las células papilosas propiamente dichas y los asteriscos indican las células
no-papilosas, b- detalle de papilas. Aumentos a, barra = 50 um; b, barra = 10 um.

Se observo que dicha superficie receptiva estd compuesta por una epidermis con
células especializadas (Fig. 3). Se identificaron dos tipos de células: papilas propiamente
dichas y células no-papilosas Ambos tipos de células presentan una vacuola central y
citoplasma periférico. Hacia el apice de la papila, el citoplasma resulta mas abundante y
mas rico en organelas. En esta zona se detecto reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas y
mitocondrias con crestas abiertas (Fig. 4 a y b). La mayor parte del volumen celular

aparece ocupado por una o varias vacuolas grandes.

En la Fig. 4 ¢, d y e se muestra la pared de la papila y citoplasma de la misma
cuando el estigma se halla en estado receptivo. En esta etapa se detectd el inicio de un
proceso de autofagia, por el cual la vacuola incorpora porciones de citoplasma en su

interior observandose material electrodenso en la vacuola autofagica.

En el momento de la antesis, sobre la superficie estigmatica receptiva (papilas y
células no-papilosas) se detecto6 con MET, la presencia de un exudado amorfo,

especialmente concentrado en el apice de las papilas (Fig. 4).
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Figura 4: Analisis de las papilas estigmaticas de Tabebuia, (MET). a- papila estigmatica
de T. heptaphylla b- detalle parte distal de papila de 7. alba, c- detalle pared lateral de
papila en T. heptaphylla, notese el proceso de autofagia que se esta llevando a cabo en la
vacuola, d- detalle de citoplasma y vacuola en 7. alba, e- detalle de citoplasma y exudado
en T. alba, notese material electrodenso en la vacuola autofagica. Abreviaturas: ex:
exudado, v: vacuola. Aumentos: a, b, barras = 5 um; c, d, e, barras = 0.5 um.
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Las células no-papilosas son células redondeadas, con contenido citoplasmatico

denso, y numerosas vacuolas de diferente tamafio (Fig. 5 a).

La epidermis no receptiva de las ramas estigmaticas estd compuesta por células con
grandes vacuolas y su pared externa presenta proyecciones caracteristicas. Depositos

electrodensos fueron observados en la base de las mismas (Fig. 5 b).

Figura 5: Analisis de la epidermis estigmatica de 7. alba, (MET). a- célula no papilosa de
la epidermis receptiva, notese el exudado y las numerosas vacuolas, b- células de la
epidermis no receptiva, notese las proyecciones de la pared externa y material electrodenso
en la base. Abreviaturas: ex: exudado; v: vacuola. Aumentos: a, b, barras = 1 um.

El parénquima subyacente a la epidermis receptiva de los estigmas estd formado
por células redondeadas con vacuolas de distinto tamafio, y separadas por una abundante
matriz extracelular, por donde crecen los tubos polinicos hasta alcanzar el canal estilar
(Fig. 6). Se trata de células con activo metabolismo y cloroplastos con almidon (Fig. 6 c).
Entre las células se observa intercambio de material lo cual se evidencia por la forma

caracteristica que adquieren las paredes celulares (Fig. 6 b). También se observaron células

con deposicion de taninos en las vacuolas (Fig. 6 d).

28



Auto-incompatibilidad

Figura 6: Analisis del parénquima subyacente a la epidermis receptiva de un estigma de 7.
alba (MET). a- parénquima subepidérmico b- detalle de paredes celulares en parénquima
subepidérmico, c- detalle de matriz extracelular d- deposicion de taninos en vacuola, e-
cloroplastos en parénquima subepidérmico. Abreviaturas: me: matriz extracelular; t:
tanino; v: vacuola. Aumentos: a, barra =2 um; b, ¢, barras = 1 um; d, e, barras = 0.5 pm.
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1.3 Andlisis de elementos quimicos usando una sonda dispersiva en energia (EDAX)

Estigmas no-polinizados, estigmas auto-polinizados y estigmas provenientes de
polinizacion cruzada de 7. heptaphylla fueron sometidos a los andlisis mediante
microsonda dispersiva en energia (EDAX) a fin de obtener espectros de elementos
quimicos presentes en las papilas.

Es importante aclarar que en las Figs. 7, 8, 9 y 10 los picos correspondientes al C y
O son caracteristicos de todos los materiales bioldgicos y los picos que aparecen a la
derecha del Ca representan el Cr y Fe y son artefactos que corresponden a elementos
constitutivos de la platina del microscopio.

En los estigmas no-polinizados, se detectd emision de P, S, K y Ca tanto en las
papilas de estigmas cerrados como en las de estigmas con ramas estigmaticas expandidas

(Fig. 7). En ambos momentos fue mayor la emision del K con respecto a los otros

elementos.

K 5 K
P C
. P ca
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Figura 7: Espectros de emision de elementos quimicos mediante microsonda dispersiva en
energia (EDAX) de papilas de 7. heptaphylla. a- estigma con ramas cerradas b- estigma
con ramas abiertas.

Luego de la auto-polinizacidon y polinizacion cruzada los patrones de emision

cambiaron. En ambos casos se observd un aumento mds pronunciado del K aunque
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también las intensidades de P y S aumentaron levemente (Fig. 8). En la polinizacion
cruzada la intensidad del Ca aumentd a los 2 DPP. También se identifico Mg que
previamente (antes de la polinizacioén) y en la auto-polinizacion estaban bajo el limite de

deteccion.

5 Ca
p, K i
Al .

8.00 1000 1200 1400 1600 1800 2.00 4.00 6.00 8.00 1000 1200 1400 1600 1800

Ll o

bl e e i

6.0D 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2.00 4.00 E.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Figura 8: Espectros de emision de elementos quimicos mediante microsonda dispersiva en
energia (EDAX) de papilas de estigmas auto-polinizados y luego de la polinizacion
cruzada de 7. heptaphylla. a- 1 DPAP, b- 2 DPAP, ¢- 1 DPPC, d- 2 DPPC.

El analisis de los espectros de emision de elementos quimicos del polen asociado a
las papilas se presenta en la Fig. 9. Se detectaron los mismos elementos que los hallados en
las papilas estigmaticas, aunque en la polinizacion cruzada se detectdé un aumento de la
emision de Ca.

En las papilas auto-polinizadas de un genotipo tetraploide (genotipo auto-

compatible obtenido por tratamiento con colchicina, ver Capitulo II) se detectd un
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aumento de K y Ca, semejante al encontrado en las papilas sometidas a polinizacion

cruzada arriba mencionadas (genotipos diploides) (Fig. 10).
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Figura 9: Espectros de emision de elementos quimicos mediante microsonda dispersiva en
energia (EDAX) de polen en la auto-polinizacion y polinizacion cruzada de 7. heptaphylla.

a- 1 DPAP, b- 1 DPPC.
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Figura 10: Espectros de emision de elementos quimicos mediante microsonda dispersiva
en energia (EDAX) de papilas de estigmas y polen en la auto-polinizacion de T.
heptaphylla (tetraploide). a- papilas 1 DPP, b- papilas 2 DPP, ¢- polen 1 DPP.
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2- Cruzamientos

Los resultados correspondientes a las auto-polinizaciones y polinizaciones cruzadas
en T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima se presentan en la Tabla 1. No fue posible la
obtencion de frutos en la auto-polinizacion de las tres especies aunque en un genotipo de 7.

heptaphylla se logro la formacion de un tnico fruto.

Tabla 1: Flores polinizadas (N°), frutos cosechados (N°) y fructificacion (%) en la auto-

polinizacion y la polinizacion cruzada en T. heptaphylla, T. alba 'y T. pulcherrima.

Especies Polinizacion Flores polinizadas/ Fructificacion (%)

frutos cosechados (N°)

T. heptaphylla  Auto-polinizacion

Genotipo 1 50/0 0
Genotipo 2 30/1 13.3

Genotipo 3 30/0 0

Polinizacién cruzada 50/36 72

Sin polinizar (control) 20/0 0

T. alba Auto-polinizacién 40/0 0
Polinizacion cruzada 28/10 35.7

Sin polinizar (control) 20/0 0

T. pulcherrima Auto-polinizacion 50/0 0

Polinizacion cruzada 50/40 80

Sin polinizar (control) 20/0 0
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En la polinizacion cruzada la eficiencia reproductiva medida como porcentaje de
fructificacion fue de 72, 35.7 y 80% y para T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima
respectivamente (Tabla 1).

En las flores auto-polinizadas de T. heptaphylla y T. pulcherrima, la abscision de
las mismas ocurri6 entre los 4-6 DPP, s6lo el 10 % de las flores en el primer caso y el 8.3
% en el segundo, persistieron hasta los 10 DPP.

En T. alba la abscision de las flores auto-polinizadas fue homogénea y ocurrio6 a los
4 DPP en el 100% de las flores.

Las flores castradas no polinizadas utilizadas como testigo no formaron frutos en
ningin caso lo que indica que, con el método de polinizacion utilizado, no se produjo

contaminacién con polen extrafio.

3- Crecimiento del tubo polinico

Cuando los individuos de T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima fueron auto-
polinizados se observo que, en su mayoria, los granos de polen se hidrataban, y luego
germinaban. Los numerosos tubos polinicos crecian a través del estilo formando un haz
compacto, llegaban al ovario y penetraban en los 6vulos por la micropila.

En las Figs. 11, 12 y 13 se presenta la secuencia del crecimiento de los tubos
polinicos en pistilos auto-polinizados (4 DPAP) de T. heptaphylla, T. pulcherrima y T.
alba respectivamente.

En todos los casos se detectd que la calosa estaba presente en la pared celular y en
los tapones de los tubos polinicos con el uso del fluorocromo azul de anilina y microscopia

de epi-fluorescencia.
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Figura 11: Tubos polinicos en pistilos de T. heptaphylla, 4 DPAP (MF). a- germinacion de
polen en el estigma, b- tubos polinicos creciendo a lo largo del estilo, ¢- tubos polinicos en
el ovario a lo largo del tabique, d- tubos polinicos en el ovario en direccion a los 6vulos, e-

tubo polinico penetrando por la micropila. Aumentos: a, barra = 20 um; b, ¢, d, barras =
100 pum; d, barra =50 pum.
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En algunos 6vulos de un ovario de T. pulcherrima (3/ 357 promedio de 10 ovarios)
se detectd que el tubo polinico, en lugar de descargar en una de las sinérgidas, su recorrido

se volvio erratico alrededor del saco embrionario (Fig. 12 d).

Figura 12: Tubos polinicos en pistilos de 7. pulcherrima, 4 DPAP (MF). a- germinacion
de polen en el estigma, b- tubos polinicos a lo largo del estilo, ¢- tubo polinico penetrando
por la micrdpila, d- tubo enrollado alrededor de un saco embrionario. Aumentos: a, barra
=10 pm; b, barra = 20 um; ¢, d, barras = 40 pm.
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Figura 13: Tubos polinicos en pistilos de 7. alba, 4 DPAP (MF). a- germinacion de polen
en el estigma, b- tubos polinicos a lo largo del estilo, ¢- tubos polinicos en el ovario, d-
tubo polinico penetrando por la micropila. Aumentos: a, b, barras = 10 um; ¢, barra = 50
um; d, barra = 10 pm.

En ninguna de las tres especies se observo reaccion de la calosa cuando se aplico el
fluorocromo azul de anilina sobre las papilas estigmaticas.

En las tres especies estudiadas los controles fueron muestras en las que no se aplico
el fluorocromo azul de anilina. Las mismas, observadas con microscopio de epi-
fuorescencia, y ultra violeta, revelaron material auto-fluorescente en el saco embrionario.
Por lo tanto, esta sustancia es de naturaleza diferente a la calosa. En esta zona, el analisis
EDAX permitié detectar emision de Mg, P, S, K y Ca (Fig. 14). La posible relacion de esta
sustancia auto-fluorescente con la orientacion del crecimiento del tubo polinico, merece ser

analizada en futuros estudios
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Figura 14: Espectro de emision de elementos quimicos mediante microsonda dispersiva en
energia (EDAX) de la zona correspondiente al saco embrionario de 7. heptaphylla.

En las tres especies a pesar del crecimiento similar de los tubos polinicos en los
pistilos auto-polinizados y en los pistilos con polinizacion cruzada se hallaron diferencias
en lo que respecta a la velocidad (Tabla 2). En los pistilos auto-polinizados de T.
heptaphylla los tubos polinicos llegaron a los 6vulos a los 4 DPP, en la polinizacion
cruzada la llegada se produjo a los 2 DPP.

En T. alba y T. pulcherrima se observo la misma tendencia en lo que respecta a la
velocidad de crecimiento de los tubos polinicos, con tiempos algo diferentes, ya que en la
auto-polinizacion éstos llegaron a los dvulos a los 3 DPP (Tabla 2).

Tanto en la auto-polinizacién como en la polinizacion cruzada, los tubos polinicos
de T. heptaphylla presentaron tapones de calosa de distinto tamafio y con distancias
variables entre ellos. Los tapones considerados largos se presentaron como una deposicion

continua de calosa o como deposiciones menores muy proximas entre si (Fig.15).

38



Auto-incompatibilidad

Tabla 2: Crecimiento diario del tubo polinico a lo largo del pistilo en la auto-polinizacion

y polinizacion cruzada de T. heptaphylila, T. pulcherrima 'y T. alba (moda).

Especies Polinizacion 1 DPP 2 DPP 3DPP 4 DPP

T. heptaphylla  Auto-polinizacion 1 2 3 4
Polinizacion cruzada 2 4

T. pulcherrima Auto-polinizacion 2 3 4
Polinizacion cruzada 2 4

T. alba Auto-polinizacién 1 2 4
Polinizacion cruzada 2 4

1- Germinacion y crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 2- crecimiento de tubos
polinicos hasta la mitad del estilo, 3- crecimiento de tubos polinicos hasta el apice del
ovario, 4- tubos polinicos penetrando por la micropila. n=10.

Figura 15: Tapones de calosa en tubos polinicos de pistilos auto-polinizados de T.
heptaphylla (MF). Los asteriscos indican los tapones cortos, las flechas sefialan tapones
largos. Aumento: barra =20 pm.

En la Tabla 3 se presenta el porcentaje de tapones largos encontrados en funcion del
numero de los tapones totales en distintos sectores de los pistilos de 7. heptaphylla auto-

polinizados y sometidos a polinizacion cruzada. El porcentaje de tapones largos

encontrados en el estigma fue de 99.20 y 52.59 % en pistilos auto-polinizados y sometidos
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a polinizacion cruzada respectivamente. En la primera mitad del estilo los porcentajes
hallados fueron de 53.05 y 18.8 % respectivamente. En el caso de la segunda mitad del
estilo no se hall6 diferencia significativa entre la auto-polinizaciéon y la polinizacion
cruzada. El porcentaje de tapones largos hallados en el ovario fue 70.76 y 42.7% en la

auto-polinizacion y polinizacion cruzada respectivamente.

Tabla 3: Cantidad relativa de tapones de calosa largos en tubos polinicos en pistilos de T.

heptaphylla sometidos a auto-polinizacion y polinizacion cruzada (4 DPP).

Auto-polinizacion* Polinizacion cruzada*
Estigma 99,20 a 52,59 b
Estilo- mitad superior 53,05a 18,80 b
Estilo- mitad inferior 35,10 a 2728 a
Ovario 70,76 a 42,70 b

* Porcentaje de tapones largos en relacion a los totales (tapones largos + tapones cortos)
Letras diferentes en filas indican diferencias significativas segin test de Tukey (p<0.05)
previa transformacion por arco seno.

Es importante destacar que a pesar de encontrar mayor cantidad de tapones de
calosa largos en los pistilos auto-polinizados de 7. heptaphylla, no se observo interrupcion

del crecimiento de los tubos polinicos.

4- Fecundacion y endospermogénesis.

T. heptaphylla

En esta especie se encontrd que la hidratacion de los granos de polen se produce

inmediatamente después de la auto-polinizacion. Las observaciones con MET (1 DPAP)
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permitieron demostrar que los granos de polen estaban rodeados de exudado estigmatico,

tipico de los estigmas humedos (Fig. 16).

Figura 16: Polen de T. heptaphylla, 1 DPAP (MET). a- granos de polen cubiertos con
exudado, b- detalle de exina, c- detalle de citoplasma, las flechas sefialan capa electro-
lucida, d- grano de polen germinado. Abreviaturas: p: poro, ex: exudado estigmatico, mp:
microporo, t: tectum, b: basculum, n: nexina, e: exina, tp: tubo polinico. Aumentos: a, d,
barras = 1 um; b, barra = 0.2 um; ¢, barra = 0.1 um.

Los granos de polen son 3-porados y la exina es tectado-perforada. En la Fig. 16 b
se observa claramente la morfologia de la exina la cual presenta un tectum con microporos

y basculas desarrolladas sobre una capa basal, la nexina, entre las cuales se deposita el

exudado estigmatico. También, se observa gran desarrollo de membranas y material

41



Auto-incompatibilidad

electrodenso en el citoplasma de la célula sifonogenética durante la hidratacion. Una capa
electro-lucida se aprecia por debajo de la exina (Fig. 16 c, d).

Luego de la hidratacion, los tubos polinicos crecen en el estigma por debajo de las

paredes celulares de las papilas epidérmicas (Fig. 17 y 18).

Figura 17: Corte transversal de estigma de 7. heptaphylla, 1 DPAP (MCC) a- rama
estigmatica con polen b- detalle de tubo polinico creciendo en la pared de una papila.
Aumentos: a, barra = 10 um; b, barra =2 pm.

Figura 18: Granos de polen sobre estigma de 7. heptaphylla, 1| DPAP (MEB). La flecha
sefiala el tubo polinico y el asterisco indica una papila estigmatica. Aumento: Barra = 20
pm.

Debido a que el estilo es del tipo hueco, los tubos polinicos crecen a lo largo del

canal estilar en contacto con el tejido de transfusion (Fig. 19).
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Figura 19: Corte transversal de estilo de 7. heptaphylla, 2 DPAP (MCC). a- vista general,

noétese el canal estilar b- detalle del canal estilar, las flechas sefialan los tubos polinicos.
Aumentos a, barra= 10 pm, b, barra= pm.

En el ovario se observo que los tubos polinicos se desplazaban por ambos ldculos
creciendo a expensas de un tejido transmisor cuyo aspecto es claramente diferente del
parénquima adyacente (Fig. 20 a). En efecto, este tejido presenta grandes espacios
intercelulares y sus células reaccionan de manera diferente con los colorantes usados. En
dicho tejido se observaron restos de tubos polinicos, (Fig. 20 b). Se observo y fotografio el
tubo polinico ingresando por la micrépila (Fig. 20 c).

En el momento de llegada del tubo polinico a la micropila el saco embrionario esta
totalmente desarrollado. El mismo corresponde al tipo normal o Polygonum y esta formado
por siete células: la ovocélula, dos sinérgidas, la célula central y tres antipodas. En ese
tiempo la célula central fusiona sus nicleos y se observa almidon en el citoplasma (Fig. 20
d). El saco embrionario maduro es piriforme, es decir, dilatado hacia la zona micropilar y
estrecho hacia la calaza.

La doble fertilizacion se produce entre los 4 y 6 DPAP. En este proceso, el tubo
polinico descarga su contenido en una de las sinérgidas a través del aparato filar. A partir
del momento de la descarga, la sinérgida receptora del tubo polinico se diferencia

facilmente de la otra sinérgida en varios aspectos: (i) contenido de nucleos y citoplasma
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que descarga el tubo polinico; (ii) tincion diferencial con los reactivos empleados (Fig. 20
¢, d); (iii) crecimiento polarizado en su extremo calazal entre la ovocélula y el ntcleo de la
célula media, formando una prolongacion que sigue el contorno inferior de la ovocélula
primero y del cigoto después. No se observa paredes celulares en el extremo calazal de la

sinérgida. La sinérgida no penetrada permanece intacta, con su nticleo y vacuola.

Figura 20: Corte transversal de ovario de 7. heptaphylla, 4 DPAP (MCC). a- Tejido
transmisor y parénquima adyacente, b- detalle de tejido transmisor y tubos polinicos, las
flechas indican los tubos polinicos, ¢- tubo polinico penetrando por la micrépila, notese la
sinérgida penetrada altamente picnética, d- saco embrionario con nucleos polares sin
fusionar y nucleolos fusionados. Abreviaturas: tt: tejido transmisor, hv: haz vascular, p:
parénquima, ov: 6vulo, s: sinérgida, tp: tubo polinico, np: ntcleos polares o: ovocélula.
Aumentos: a, barra = 15 um; b, ¢, barras =2 pm; d, barra = 1ym.
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La doble fertilizacion da origen al cigoto, producto de la fusion de la célula
espermatica con la ovocélula, y a la célula endospermogénica, producto de la fusion de la
otra célula espermatica con la célula media (Fig. 21 b).

Se observé que la célula endospermogénica, inmediatamente luego de Ia
fecundacion, se agranda y extiende alrededor del cigoto, consumiendo el almidon
almacenado previamente e inicia las divisiones celulares.

La orientacion de las paredes celulares en las sucesivas citocinesis se produce
siguiendo un programa de desarrollo genéticamente establecido. El primer ciclo mitotico
origina una célula micropilar y otra calazal, es decir, la primera pared es horizontal (Fig. 21
a). La célula micropilar es mas grande que la calazal y ambas estan separadas por una
pared horizontal nitida. El segundo ciclo mitotico afecta a ambas células y la pared en la
célula micropilar es horizontal (Fig. 21 b). En el tercer ciclo mitdtico la formacion de pared
es longitudinal (Fig. 21 c). En el estadio 8-celular las células endospérmicas se disponen en
dos hileras. En tanto las dos células calazales, caracteristicas por su contenido denso se
transforman en células haustoriales. Es posible observar que dichas células presentan
caracteristicas que son tipicas de las células haustoriales como la presencia frecuente de
vacuolas y el considerable aumento de tamafio del nucleo, el cual contiene 2-3 nucleolos.
Es interesante destacar un intercambio activo entre el endosperma y la hipostasis en este
estado, confirmando el rol haustorial de estas células del endosperma desde el estadio 4-
celular (Fig. 21).

A los 6 DPAP, se observaron sacos embrionarios en distintos estadios de desarrollo,
con endosperma 2 a 8-celular. El estado 8-celular fue el mas avanzado que se observo, no
se pudieron tomar muestras posteriores debido a la abscision total de los pistilos auto-

polinizados.

45



Auto-incompatibilidad

Figura 21: Secuencia del desarrollo del endosperma en 6vulos de 7. heptaphyllia, 6 DPAP
(MCC). a- endosperma 2-celular, b- endosperma 4-celular, ¢- endosperma 6-celular, d-
endosperma 8-celular. Abreviaturas: s: sinérgida, h: hipostasis, z: cigoto, ch: células
haustoriales, tp: tubo polinico. Aumentos: a, b, ¢, barras =2 um; d, barra =5 um.

En la zona calazal se identifica la hipodstasis la cual esta constituida por células
pequenas, de paredes gruesas y citoplasma activo (Fig. 22 a). La presencia de proyecciones
en las paredes de algunas de dichas células permite inferir que se trata de células transfer
(Fig. 22 b). Se determind la presencia de calosa en dicha zona cuando los dvulos
clarificados con acido lactico, fueron tratados con azul de anilina y observados en

microscopio de epi-fluorescencia (Fig. 22 ¢)
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Figura 22: Hipostasis en ovulos de T. heptaphylla. a- células hautoriales en contacto con
la hipostasis (MCC), b- detalle células de la hipostasis (MCC), la flecha indica célula con
proyecciones en sus paredes, c- 6vulo clarificado y tefiido con el fluorocromo azul de
anilina, notese la reaccion positiva para calosa en la hipostasis (MF). Abreviaturas: h:
hipostasis, ch: células haustoriales, r: rafe, m: micropila. Aumentos: a, barra = 2 pm, b,
barra =1 pm, c, barra =20 pum.

Hasta los 6 DPP, el desarrollo del endosperma fue idéntico en los sacos formados
por polinizacion cruzada y en la auto-polinizacion. Estas observaciones demuestran que
hasta el momento de la abscision no se detectan anormalidades en el desarrollo del
endosperma de 7. heptaphylla. Hasta ese momento, el cigoto se mantiene en estado de
reposo e indiviso. En la polinizacion cruzada, las observaciones a los 12 DPP demostraron
que el desarrollo del endosperma alcanzaba el estado de 10 a 12 células (Fig. 23 c y d). El

tejido de transmision no se distingue observandose el desarrollo del tabique (Fig. 23 b).

Hasta ese momento, el cigoto se mantiene en estado de reposo e indiviso.
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Figura 23: Corte transversal de ovario de 7. heptaphylla, 12 DPPC (MCC). a- vista
general ovario, b- detalle del tabique, las flechan indican el lugar donde previamente
estaba el tejido trasmisor, ¢- endosperma 10-celular, d- endosperma 12-celular, en c y d las
flechas sefialan los tabiques transversales. Aumentos: a, barra= 20 um; b, ¢, d, barras = 10
pm.

Hasta los 20 DPPC no se observo division mitética del cigoto, solo se detectd en

algunos 6vulos un alargamiento del mismo (Fig. 24).

it PV gl
Figura 24: Corte transversal de cigoto indiviso de 7. heptaphylla, 20 DPPC (MCC).
Aumento: barra =1 pm.
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T. alba

El desarrollo post-polinizacion en los ovarios auto-polinizados fue similar al
descripto para T. heptaphylla.
A los 4 DPP se observaron tubos polinicos en el tejido de transmision cuyo aspecto

también resulto distinto al parénquima adyacente (Fig. 25).

Figura 25: Corte transversal de ovario de 7. alba, 3 DPAP (MCC). a- Tejido transmisor y
parénquima adyacente, b- detalle tejido transmisor y tubos polinicos, las flechas indican
los tubos polinicos. Abreviaturas: tt: tejido transmisor, hv: haz vascular, p: parénquima.
Aumentos: a, barra = 10 um; b, barra =2 pm.

La penetracion de los tubos por la micropila fue normal (Fig. 26 a). En la Fig 26 b
se presenta un detalle del cigoto y con la sinérgida degenerada que atn esta presente. En
este momento, la sinérgida también se observo altamente picnotica debido a la descarga del
contenido del tubo polinico en su interior. Analogamente a la especie arriba descripta, los
nucleos polares se observaron juntos aunque sin fusionar los nucleolos (Fig. 26 b). En la
Fig. 26 ¢ se observa el primer nicleo endospérmico prominente y en la Fig. 26 d se
observa un detalle del cigoto con su nucleo prominente y todavia se visualiza la sinérgida

degenerada.
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Figura 26: Corte transversal de ovulos de 7. alba, 3 DPAP (MCC). a- Tubo polinico
penetrando por la micropila. b- saco embrionario con el nucleo de la célula central en el
que se puede visualizar los dos nucleolos procedentes de sendos nticleos polares, ¢- nucleo
de la célula endospermogénica, d- detalle del cigoto y de la sinérgida degenerada.
Abreviaturas: tp: tubo polinico, s: sinérgida, z: cigoto, np: nucleos polares, ne: nucleo de
la célula endospermogénica; h: hipostasis. Aumentos: a, b, d, barras = 1 um; c, barra = 2
pum.

Se pudo determinar que el programa de desarrollo del endosperma hasta el estado
8-celular es similar en términos generales al de 7. heptaphylla. En la Fig. 27 se presentan
cortes de oOvulos auto-polinizados en estados 2, 4, 6 y S8-celular del desarrollo

endospérmico. La diferencia que se detectd con 7. heptaphylla radica en que, en el
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segundo ciclo mitético la pared celular es longitudinal tanto en la célula calazal como en la

micropilar.

Figura 27: Secuencia de desarrollo endospérmico en 6vulos auto-polinizados de 7. alba, 4
DPP (MCC). a- endosperma 2-celular; b- endosperma 4-celular; c- endosperma 6-celular;
d- endosperma 8-celular. Abreviaturas: s: sinérgida, h: hipostasis, ch: células haustoriales,
z: cigoto. Aumentos: a, barra=1 pum, b, ¢, d, barras =2 um.

Las células haustoriales son aguzadas hacia la zona calazal e intensamente
picnoticas (Fig. 27 a). En estados mas avanzados se observa que crecen a expensas del
tejido nucelar, el cual aparece desorganizado. Las paredes celulares adyacentes a las
células haustoriales aparecen mas altamente tefiidas que en 7. heptaphylla (Fig. 27 b). La

hipostasis aparece intensamente reactiva con los colorantes usados.
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La abscision de todos los pistilos auto-polinizados se produjo a los 4 DPAP. En este
estado, previo a la abscision, se hallo que el desarrollo del endosperma 8-celular era el mas

avanzado.

Figura 28: Células hautoriales (MCC). a- estado menos avanzado b- células haustoriales
en contacto con la nucela. Abreviaturas: h: hipostasis, ch: células haustoriales.
Aumentos: a, b, barra =1 pm.

T. pulcherrima

La abscision de los pistilos auto-polinizados se produjo entre los 4 y 6 DPP. A los 6
DPAP se observaron 6vulos en distintos estados de desarrollo del endosperma. El estado
hallado mas avanzado fue el 8-celular (Fig. 29). En esta especie, se observo que la
hipostasis estaba compuesta por menor nimero de células que en 7. alba y T. heptaphylla.

La secuencia de division mitética endospérmica siguié el mismo programa que en
las especies arriba descriptas. Se observd desarrollo de un endosperma haustorial calazal
de células alargadas, un endosperma micropilar de células grandes y un endosperma
propiamente dicho entre ambos de células mas pequeias y con nucleos prominentes (Fig.

29).
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En la fecundacion cruzada, a los 3 DPP, el endosperma habia alcanzado un
desarrollo igual (8-celular) o mayor (10-celular) y el cigoto se mantenia en reposo e
indiviso; ambas caracteristicas resultaron similares a las dos especies anteriormente

descriptas.
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Figura 29: Corte transversal de ovulos de T. pulcherrima, 6 DPAP (MCC). a- tubo
polinico penetra por la micropila y descarga su contenido en la sinérgida, b- endosperma 6-
celular, c- endosperma 8-celular. Abreviaturas: tp: tubo polinico, h: hipdstasis, s:
sinérgida, np: ntcleos polares, ch: células haustoriales. Aumentos: a, b, c, barras =2 pm.
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Discusion

Este estudio permitio confirmar que en T. heptaphylla, T. pulcherrima y T. alba
existe auto-incompatibilidad de accion tardia de acuerdo a la tipologia de Seavey y Bawa
(1986).

A fin de establecer el momento dptimo para la polinizacion se realizaron estudios
de caracterizacion subcelular de los estigmas y de receptividad de los mismos.

La receptividad del estigma en el momento de la apertura de las ramas estigmaticas
pudo ser corroborada en 7. heptaphylia, T. alba y T. pulcherrima. Para ello se utiliz6 la
técnica del peroxido de hidrégeno que indica actividad enzimatica y que también usan
Dafni y Motte Maués (1998), en su estudio de metodologias para determinar Ia
receptividad estigmatica de 14 especies correspondientes a 7 familias. Entre estas especies
incluyen Tabebuia serratifolia Rolfe. Poco antes de la apertura de las ramas estigmaticas,
esta reaccion también fue positiva lo que indica que en este tiempo las enzimas estan
activas y los estigmas eran receptivos.

Heslop Harrison y Shivana (1977) en sus estudios sobre la superficie receptiva de
los estigmas de las Angiospermas, reconocen dos grandes categorias: estigmas secos y
hiimedos, en el primer caso presentan muy poca o nula secrecion a la madurez y en el
segundo un fluido conspicuo en la superficie. A pesar que en las especies aqui estudiadas
no se observo el brillo que caracteriza los estigmas hiumedos, con el MET se detect6 la
existencia de una secrecion. Dicha observacion permitid caracterizar a los estigmas de
Tabebuia como humedos, y de éste modo relacionarlos a lo conocido en otros géneros de
Bignoniaceae como Bignonia L., Catalpa Scop., Clytostoma Miers ex Baill y Tecomanthe
Baill. Chauhan et al. (1987) estudian 5 especies de la familia Bignoniaceae que presentan

la particularidad de no formar frutos o lo hacen en poca cantidad. En Crescentia cujete L.
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observan que las papilas estigmaticas de las plantas que luego producen frutos, la secrecion
esta presente y las papilas se muestran dispuestas esparcidamente; por el contrario, en
plantas que no producen frutos las papilas estan secas y se disponen de forma compacta.
En el presente estudio se observdo que la superficie receptiva de los estigmas esta
constituida por dos tipos de células, papilosas y no papilosas que alternan entre si.
Asimismo se encontré que los granos de polen siempre se asocian a las células papilosas.

Las papilas son células vacuoladas con el citoplasma periférico. En sus
caracteristicas subcelulares son semejantes a las descriptas en Commelinaceae (Owens et
al. 1984) y en Tibouchina semidecandra Cogn. (Ciampolini ef al. 1995). En los tres casos,
el citoplasma esta altamente polarizado, aunque se dan algunas diferencias: en las especies
de Tabebuia aqui estudiadas la mayor cantidad de citoplasma se observo en el apice de las
papilas, por lo que resultan similares a 7. semidecandra. En ¢l caso de las Commelinaceae,
la mayor cantidad de citoplasma se dispone en la base de las mismas. El significado de esta
polarizacion del citoplasma encontrada en Commelinaceae, en Tibouchina, y ahora en
Tabebuia mereceria investigaciones posteriores a este estudio.

En el citoplasma de las papilas estigmaticas de las tres especies de Tabebuia, se
observo reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas y mitocondrias lo cual indica una intensa
actividad metabdlica y sugiere que el exudado presente sobre su superficie podria ser alli
mismo generado. Estas caracteristicas son coincidentes con los estudios llevados a cabo en
estigmas de Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai por Sedgley (1981) ya que
asocian la presencia de dictiosomas y reticulo endoplasmico rugoso al exudado
estigmatico. Este ha sido el primer reporte sobre las caracteristicas de las papilas
estigmaticas en Bignoniaceae a nivel subcelular. Solo se habian descripto las papilas de

Tecoma stans L. usando microscopia electrénica de barrido (Singh y Chauhan, 1996).
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Es interesante mencionar que la forma alongada de las papilas ha sido asociada a la
receptividad estigmatica. En el caso de mutantes de Arabidopsis thaliana Schur. (adll),
que presentan defectos en la pared celular y en la membrana plasmatica de las papilas,
éstas ultimas son cortas y la mutante, infértil (Edlund et al. 2004). También, Singh y
Chauhan (1996) mencionan que en 7. stans las papilas estigmaticas son mas cortas en
periodos en los cuales las plantas no producen semillas. Se ha probado en experimentos de
ablacion de las papilas en Brassica napus L. que ellas son indispensables para que se
produzca la polinizacion (Kang y Nasrallah, 2001).

La demostracion del proceso de autofagia del citoplasma hallado en las papilas
cuando el estigma esta en estado receptivo revela un mecanismo por el cual la célula
degrada o moviliza sus nutrientes. Segiin Van Doorn y Woltering (2005), la autofagia esta
relacionada a la muerte celular programada y tiene al menos dos funciones, salva a la
célula de la muerte y provoca la degradacion de los componentes celulares antes de su
muerte. Sobre la base de estos conceptos, se puede inferir que las papilas estigmaticas en
su desarrollo entran en un programa de muerte celular, programa que se inicia poco antes
de la llegada del polen.

Se detectd la emision de P, S, K y Ca en las papilas estigmaticas de 7. heptaphylla
previo a la polinizacién con el uso de una microsonda dispersiva en energia (EDAX).
Iwano et al. (1999) encuentran estos mismos elementos en papilas de estigmas de Brassica
campestris L. El estudio de la relacion entre el patron de emision de elementos quimicos y
la auto-incompatibilidad en el género Tabebuia es todavia preliminar. Mas atin, éste es el
primer reporte en la familia Bignoniaceae. Luego de la polinizacion, se observd un
aumento de la emision de K, dicho aumento podria estar asociado al movimiento de agua
desde la papila al grano de polen. Al respecto, Rehman y Yun (2006) afirman que el K

regula la dehiscencia de las anteras, la imbibicion del polen y la hidratacion de las papilas
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estigmaticas de Hordeum vulgare L. lo que permite la polinizacion y posterior
fertilizacion. El rol del Ca en las rutas de sefalizacion de procesos biologicos y su
importancia en la fertilizacion esta bien documentado en la revision realizada por Rudd y
Franklin-Tong (2001). Ellos sefialan que la generacion de sefiales de Ca esta presente en la
polinizacion ya sea exitosa o no. En este trabajo se detectdé Ca en papilas estigmaticas y en
el polen luego de la auto-polinizacion y de la polinizacion cruzada. Se observd también un
aumento de este elemento en papilas a los 2 DPPC. Singh ef al. (1989) también reportaron
que en el polen de B. oleracea L. se produce un aumento de la sefial del Ca luego de la
auto-polinizacion.

El hecho de que los pistilos auto-polinizados de T. heptaphylla, T. alba y T.
pulcherrima no desarrollen en frutos refleja que las tres especies son auto-incompatibles.
En este trabajo, un tnico fruto se obtuvo en uno de los genotipos de 7. heptaphylla. En la
misma especie, Bittencourt y Semir (2005), en su estudio sobre biologia floral en
Bignoniaceae, habian encontrado un genotipo en el que 28.9 % de flores auto-polinizadas
producian frutos. Aqui cabe destacar que algunos factores, tales como las altas
temperaturas podrian contribuir para superar la auto-incompatibilidad, lo cual
probablemente podria atribuirse al hecho de que algunos inhibidores del crecimiento del
tubo polinico son inactivos cuando las plantas son expuestas a temperaturas altas (Van
Tuyl, 2005). Por otra parte, Lipow y Wyatt (1999) afirman que los sistemas de auto-
incompatibilidad raramente son absolutos ya que los estudios genéticos a menudo revelan
plantas fértiles en algunas especies reconocidas como auto-incompatibles. Por tal motivo,
no seria correcto afirmar que 7. heptaphylla fuera auto-compatible como sugieren
Bittencourt y Semir (2005), al encontrar cierto grado de formacion de frutos en las auto-

polinizaciones sin una investigacion mas profunda de este aspecto.
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El porcentaje de frutos producidos cuando se llevo a cabo la polinizacion cruzada
fue de 72, 35.7 y 80% en T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima respectivamente. A
pesar que estos valores no llegaron al 100% resultaron mas altos a los observados en T.
caraiba, T. ochracea (Gibbs y Bianchi, 1993), T. nodosa (Gibbs y Bianchi, 1999), T. aurea
(Barros, 2001) y 7. heptaphylla (Torreta et al. 2002). Los valores mas altos encontrados en
este estudio pueden atribuirse a que las polinizaciones se realizaron en condiciones de
invernaculo y con control de temperatura, diferente entonces a las condiciones de campo
en que fueran realizados los trabajos antes mencionados.

Las observaciones del crecimiento del tubo polinico en pistilos auto-polinizados
revelaron que la interrupcion del crecimiento de los mismos en las tres especies aqui
estudiadas tiene lugar luego de la penetracion en los 6vulos. A pesar de ello se detectd un
retraso en la velocidad de crecimiento de los mismos con respecto a la polinizacion
cruzada. Dicha diferencia también fue evidente en los estudios en 7. nodosa realizados por
Gibbs y Bianchi (1999) y en Heuchera micrantha var. diversifolia (Rydb.) Rosend.,
Butters & Lakela (Rabe y Soltis, 1999).

Por otra parte, se halld6 en 7. heptaphylla un patréon de deposicion de calosa
diferencial en los tapones de los tubos polinicos en la auto-polinizacion con respecto a la
polinizacion cruzada que hasta el momento no habia sido reportado: fue mayor el nlimero
de tapones, como el tamafio de los mismos, es decir hubo mayor deposicion de calosa. No
se observo interrupcion del crecimiento de los tubos polinicos por lo que se podria inferir
que esta mayor deposicion de calosa en los tapones de los tubos en la auto-polinizacion
seria la posible causa del retraso de la velocidad de crecimiento de los mismos. La mayor
cantidad de estos tapones largos en la auto-polinizacion evidencian las diferencias en la
capacidad de crecimiento de los tubos en cada zona evaluada del pistilo. Las

anormalidades en la deposicion de calosa en otras especies han sido asociadas a
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cruzamientos incompatibles. En Nicotiana alata Link & Otto (Lush y Clarke, 1997) los
tubos polinicos en cruzamientos incompatibles fueron caracterizados por deposicion
diferencial de calosa en las paredes y por la presencia de tapones mas cercanos entre ellos e
irregularmente esparcidos.

En todas las zonas del pistilo los tubos polinicos crecen formando un haz muy
apretado, lo que hace imposible tanto el recuento de tubos como el encontrar las puntas de
cada unos de los mismos. Dicha dificultad habia sido sefialada en Dipterocarpus tempehes
Slooten (Kenta et al. 2002) y en Heuchera micrantha var. diversifolia (Rydb.) Rosend.,
Butters & Lakela (Rabe y Soltis 1999). En D. tempehes los autores sefialan que en la
polinizacion cruzada la proporcion de tubos polinicos que entran al estilo es 1.7-2.3 mayor
que en la auto-polinizacion, lo que indicaria una auto-incompatibilidad parcial en el nivel
de estigma. La presencia casi exclusiva de tapones largos en tubos polinicos de T.
heptaphylla en los estigmas de pistilos auto-polinizados podria estar indicando un
mecanismo parcial de auto-incompatibilidad en el estigma tal como sucede en D.
tempehes. En H. micrantha se estim6 mayor cantidad (50 %) de tubos polinicos en el
ovario en la polinizacion cruzada que en la auto-polinizacion. En las especies estudiadas,
no fue evidente una diferencia conspicua en lo que respecta a la cantidad de tubos
polinicos que llegan a los évulos de los pistilos auto-polinizados con respecto a aquellos
con polinizacién cruzada. Esta observacion es consistente con los valores de 7. caraiba
reportados por Gibbs y Bianchi (1993).

Sage et al. (1999) observaron que en Narcissus triandrus L. la auto-
incompatibilidad, primeramente descripta como ovarica, opera pre-cigdticamente
presumiblemente por la ausencia de un estimulo adecuado de los tubos polinicos que
resulta en la degeneracion del saco embrionario. Nettancourt (2005) analiza estos

resultados y sugiere que la auto-incompatibilidad ovarica en muchas especies podria actuar
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bajo algin mecanismo de control gametofitico. La auto-incompatibilidad de accion tardia
descripta para Tabebuia en este estudio, podria estar, al igual que en Narcissus, regida
también por un tipo de control pre-cigdtico.

Esta caracteristica diferencial en la deposicion de calosa y la diferencia en la
velocidad de crecimiento de los tubos polinicos en la polinizaciéon cruzada con respecto a
la auto-polinizacion pueden apoyar, al menos en parte, la hipodtesis de que existe una
interaccion entre el tubo polinico y el pistilo en Tabebuia. Los estudios realizados en el
género Ceiba Mill. por Gibbs et al. (2004) sefialan la posible existencia de un mecanismo
de interaccion entre los tubos polinicos y el pistilo utilizando técnicas de polinizaciones
chase (auto-polinizacion seguida de polinizacioén cruzada a intervalos regulares) y mixed
(auto-polinizacion y polinizacion cruzada conjuntamente). Estudios de este tipo serian
interesantes para el género Tabebuia aunque son de dificil ejecucion ya que, una vez
realizada la primera polinizacion, el estigma al ser retractil, cierra sus ramas e impiden la
realizacion de una segunda.

Las caracteristicas de los sacos embrionarios maduros y el desarrollo del
endosperma resultaron similares en términos generales a los descriptos en otras especies de
la familia Bignoniaceae (Johri et al. 1992; Bittencourt y Semir, 2005). Del mismo modo,
tanto en la auto-polinizacion como en la polinizacion cruzada, el tipo de desarrollo
corresponde al tipo Parmentiera (género de Bignoniaceae) descripto por Govindu (1959).

Se observod en la zona calazal, una hipostasis desarrollada y formada por células de
paredes gruesas y se identifico a la calosa como componente de la misma. Segin Bouman
(1984) la estructura y funcion de la hipdstasis son poco conocidas, y la caracteriza como
una zona compuesta por células de citoplasma denso que pueden acumular sustancias que

producen engrosamiento de las paredes tales como: cutina, suberina, lignina y calosa.
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En los sacos embrionarios de los 6vulos contenidos en los pistilos auto-polinizados
de T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima se produjo la descarga de gametas en una de
las sinérgidas y luego la doble fecundacion. Posteriormente se produjo el desarrollo del
endosperma siguiendo el mismo programa que aquel que se lleva a cabo en los pistilos con
polinizacion cruzada. Este desarrollo se interrumpe en el momento de la abscision de los
pistilos auto-polinizados. En las tres especies estudiadas, en el momento de la abscision el
endosperma alcanza un desarrollo maximo de 8-células. En ninglin caso se detectaron
sintomas de malfuncionamiento por lo que la doble fecundacion y el desarrollo del
endosperma no parecen ser la causa del aborto que se produce en estos estados.

El estado uniforme de desarrollo embrionario y del endosperma en el momento de
la abscision floral y la caida de las flores en idéntico estado de desarrollo da indicios
suficientes para distinguir que se trata de un sistema de auto-incompatibilidad que no se
puede confundir con la depresion por endogamia. El aborto surgido por depresion por
endogamia no se produce en un Unico estado critico de desarrollo sino ocurre en una
variedad de estados que siguen a la doble fecundacion (Sage ef al. 1999). Estos resultados
concuerdan con los hallados por Bittencourt y Semir (2005) para 7. impetiginosa y por
Gibbs y Bianchi (1993) para T. caraiba 'y T. ochracea.

La velocidad de crecimiento y el patron de deposicion de calosa diferencial entre la
auto-polinizacion y polinizacion cruzada hallados en este estudio demuestran que existen
mecanismos asociados a la auto-incompatibilidad que operan también en el estigma y
estilo. Sobre la base de estas observaciones /se puede afirmar que la auto-incompatibilidad
de accion tardia segin Seavey y Bawa (1986) es un caso especial de auto-incompatibilidad
gametofitica? Franklin-Tong y Franklin (2003) afirman que a pesar que la auto-
incompatibilidad gametofitica estd presente en 60-90 familias, s6lo dos sistemas estan

estudiados. El sistema S-RNAasa, primeramente encontrado en Solanaceae y luego en
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Rosaceae, Scrophulariaceaec y Campanulaceae, y el sistema presente en las Papaveraceae
en el cual se produce un aumento del Ca citosoélico libre en tubos polinicos incompatibles.
Debido a ello, estos autores se preguntan cuantos otros mecanismos podrian existir, ya que
en la mayoria de las familias no se ha estudiado el sistema de auto-incompatibilidad que
presentan. Este estudio propone que en Tabebuia existe algin tipo de sefializacion entre el
tubo polinico y el pistilo que hace que los tubos polinicos en la auto-polinizacion crezcan
mas lentamente y se produzca en ellos mayor deposicion de calosa. Ambos procesos
podrian estar relacionados estrechamente. Se puede afirmar que existen procesos que

operan en el estilo, tipicos de la auto-incompatibilidad gametofitica.
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Induccion de poliploidia

en dos especies de Tabebuia

Capitulo II

63



Poliploidia

Introduccion

La poliploidizacién es una herramienta muy utilizada en el mejoramiento de
plantas ornamentales. Los efectos morfoldgicos y fisiologicos de la poliploidia varian
en los distintos materiales. Uno de los efectos mas comunes es el aumento del tamafio
de los organos, lo que permite que sean mas frondosos y vigorosos que sus
correspondientes diploides. En el mejoramiento de las plantas ornamentales, la
poliploidia ha permitido la obtencion de individuos de forma mds compacta por
reduccion de la longitud de los entrenudos, con flores mas grandes, de colores mas
intensos, y con un periodo de floracion mas prolongado. Entre otros ejemplos, cabe
mencionar Dianthus caryophyllus L. (Yamaguchi, 1989) y Cyclamen persicum Mill.
(Takamura y Miyajima, 1996) en los que la obtencion de plantas tetraploides produce
genotipos con flores mas grandes y de colores mas intensos. En Eustoma gradiflora
(Raf.) Schinders, las plantas tetraploides tienen tallos mas gruesos lo que permite mejor
soporte para las flores (Griesbach y Bhat, 1990). Tallos mas gruesos y flores mas
grandes caracterizan también los genotipos tetraploides de Lil/ium (Van Tuyl, 1992).

Los cruzamientos a nivel tetraploide producen progenies muy variables debido a
la ocurrencia de cuatro alelos para cada locus lo que da la posibilidad de interacciones
alélicas y diversas combinaciones, siendo asi una fuente de variaciéon importante en
planes de mejoramiento (Horn, 2002).

En el caso de las plantas lefiosas, la induccion de la poliploidia ha sido poco
abordada debido al largo periodo juvenil que en general las caracteriza (Vaindla, 2000).

La obtencion de poliploides es encarada también como un paso intermedio para
la obtencién de plantas triploides. Los individuos triploides en muchos casos son

estériles lo que produce un alargamiento en el periodo de floracion tal como sucede en
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Begonia L., Ageratum L.y Tagetes L. Sin embargo, esta técnica no ha sido muy
difundida porque, en general, los cruzamientos entre especies diploides y tetraploides no
han sido muy exitosos (Horn, 2002).

Un valor adicional de la obtencién de poliploides es la pérdida de la auto-
incompatibilidad a través de alteracion de ciertos sistemas, atin no elucidados desde el
punto de vista molecular (Comai, 2005). Este efecto, reportado para Petunia hybrida
Vilm., se produce probablemente como resultado de interacciones alélicas en el polen
diploide (Entani et al., 1999). Es importante destacar que las plantas auto-incompatibles
son tipicamente diploides y por el contrario, los individuos tetraploides derivados de las
mismas son comunmente auto-compatibles (Goldz et al., 2000).

La induccion de la poliploidia supone la interrupcion de la secuencia normal de
la division celular, y la misma puede ser provocada por diferentes agentes. Por ejemplo,
los golpes de frio o calor conducen a veces a la duplicaciéon cromosomica (Allard,
1980).

El agente poliploidizante mas popular y mdas exitosamente utilizado es la
colchicina. La colchicina es un alcaloide que se obtiene de los cormos de Colchicum
autumnale L. Para que sea efectiva debe mantenerse en una concentracion critica. Si
dicha concentracion se mantiene, la duplicacion cromosoémica puede repetirse; por el
contrario, si su aplicacion se interrumpe vuelve a formarse el huso (Allard, 1980). La
colchicina actiia inhibiendo la polimerizacion de la tubulina y de este modo impide la
migracion de los cromosomas en anafase. Segiin Hancock (1997) mas de 150 especies
han sido poliploidizadas utilizando la colchicina como mutageno. También se han
utilizado con éxito otros compuestos que inhiben la actividad mitotica tales como

orizalina y surflan, estas sustancias resultan menos tdxicas para el ser humano; a pesar
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de ello no se ha extendido mayormente su uso debido al considerable mayor costo de

los mismos (Takamura et al. 2002).

Objetivo general

Establecer la factibilidad del uso de la poliploidia como fuente de variacion en

Tabebuia.

Objetivos parciales

(1) Caracterizar los individuos poliploides
(i1) Verificar la posibilidad de la obtencion de individuos triploides estériles

(ii1) Establecer la relacion entre poliploidia y auto-incompatibilidad

Materiales y métodos

1- Induccion de poliploidia

Los experimentos se realizaron a partir de semillas provenientes de individuos
seleccionados por florecer en estados tempranos del desarrollo de 7. heptaphylla
(20010813x25) y T. pulcherrima (20010927A1)- ver Anexo I, Tabla 2-.

En T. heptaphylla, las semillas recientemente se trataron con colchicina (Sigma
C9754) en solucion acuosa en concentracion del 0, 0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 % durante 24 y
48 horas a 25° C. Se realizaron 4 repeticiones de 25 semillas por tratamiento. Luego de

los tratamientos, las semillas se lavaron tres veces con abundante agua destilada y se
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sembraron en cajas plasticas de 13 x 20.5 cm, sobre tres papeles de filtro humedecidos
con agua destilada y un papel por encima de las mismas. A los 20 dias se evaluo la
cantidad de semillas germinadas y se repicaron a bandejas alveoladas (plugs) en sustrato
compuesto por turba, perlita, vermiculita (1:1:1). A los 35 dias se trasplantaron a
macetas de 10 cm de diametro.

En T. pulcherrima, sobre la base a los resultados del ensayo de poliploidizacion
en T. heptaphylla, se evaluaron concentraciones mayores de colchicina. Se consideraron
concentraciones de 0, 0.2, 0.4 y 0.6% de colchicina en solucion acuosa durante 24 y 48
horas a 25° C. Luego de los tratamientos se procedié de igual manera que para el caso

de T. heptaphylla.

2- Analisis del nivel de ploidia

En las dos especies, cuando las plantas tuvieron al menos 4 hojas verdaderas se
tomaron muestras de hojas de 0.5 cm’ aproximadamente de todas las plantulas
obtenidas. Los trozos de hojas fueron cortados con una hoja de afeitar sobre un buffer
de extraccion (Otto buffer 1) que consistio en 0.1 M de 4cido citrico monohidratado y
0.5 % de tween 20 (Otto, 1990). La suspension que contenia los nucleos libres fue
pasada por un filtro de 50 um y luego tefiida con una solucién al 4 pg/l de bicloruro
4',6-diamidina 2-fenil-indol -DAPI-(Sigma, D9564) en una solucion buffer (Otto buffer
2) compuesta por 0.4M Na, HPO,. Las muestras fueron analizadas por densitometria de
flujo (PARTEC, PA, Alemania). El contenido relativo de ADN fue estimado a través de
los picos de fluorescencia obtenidos.

Como resultado complementario, se midié el largo y ancho de estomas con

opérculo abierto de plantas diploides (control) y plantas tetraploides evaluadas
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previamente por densitometria de flujo. Para ello se extrajo la epidermis abaxial de las
hojas maduras con una pinza de punta fina (previo corte superficial), y el tejido se
monto sobre un portaobjetos con una gota de agua. Se midio el largo y ancho de 60

estomas usando un microscopio de campo claro.

3- Cruzamientos entre individuos con distinto nivel de ploidia

Se realizaron cruzamientos controlados entre plantas diploides y tetraploides de
T. heptaphylla. Para ello se castraron las flores 1 dia antes de su antesis y se elimind la
corola para evitar la atraccion de polinizadores. En antesis, se procedio a la polinizacion
con polen fresco. También se realizaron auto-polinizaciones en las plantas diploides y
tetraploides.

En todos los casos se considero el numero de frutos por cruzamiento, el nimero
de semillas por fruto y el poder germinativo de estas ultimas, inmediatamente seguido
de la cosecha. Para ello, las semillas se sembraron sobre vermiculita humeda, se
cubrieron con bolsas de nylon y se colocaron en camara a 25+ 2 ° C.

Se caracterizo el crecimiento de los tubos polinicos en los cruzamientos entre
individuos con diferente nivel de ploidia y en la auto-polinizacion con el uso del
fluorocromo azul de anilina que reacciona con las paredes de calosa y los tapones

depositados a lo largo del recorrido del tubo polinico descripto en el Capitulo I

4- Caracterizacion de los poliploides

Se cultivaron las plantas diploides y tetraploides en condiciones de invernaculo.

Para el caso de T. heptaphylla también se cultivaron las plantas triploides obtenidas a
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partir del cruzamiento entre individuos diploides y tetraploides. Se evaluaron las
caracteristicas morfométricas de las flores: diametro mayor y menor de la corola, largo
y ancho del tubo corolino y grosor de los pétalos. Para ello se utilizdo un escalimetro
digital (Mitutoyo, Japon). Se evaluaron 10 flores por planta.

Se midi6 la altura de las plantas con distinto nivel de ploidia en diferentes
periodos de crecimiento.

Se evaluo el color de las hojas maduras con un colorimetro (Minolta Chroma
Meter CR-321, Japon) por lectura directa de los valores a y b.

La viabilidad del polen de las plantas triploides obtenidas se evalud por el
método de Greissl (1989). Para ello, se colocd polen fresco en un portaobjetos con una
gota de una solucion de sacarosa 0.5 M durante 15 min, luego se agregd una gota de
diacetato de fluoresceina (Sigma, F7378) y una de ioduro de propidio (Sigma, P4170),
se dejo actuar 10 min, luego se colocd un cubreobjetos y se observo en un microscopio
de epi-fluorescencia con la combinacion de filtros de excitacion y emision de 330-385
nm y 420 nm, respectivamente. Se analizaron aproximadamente 300 granos de polen
por individuo hibrido. Se consideraron como viables los granos de polen de color verde

intenso.

5- Analisis estadistico:

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Estatistica version 6.1

Stat Soft®.
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Resultados

1, 2- Induccion y andlisis de la poliploidia

T. heptaphylla

En tabla 1 se presenta el resultado del analisis por densitometria de flujo de cada
una de las plantas correspondientes a todos los tratamientos evaluados. Como puede
leerse en la misma, se obtuvieron dos individuos tetraploides con la aplicacion de 0.4 %
de una solucion de colchicina durante 48 horas a 25° C. Con la misma concentracion
también se obtuvo una planta octoploide, que no evoluciond, y dos plantas quiméricas
debido al desarrollo simultaneo de tejido 2x y 4x.

La Fig. 1 muestra el espectro obtenido por densitometria de flujo que representa
la cantidad relativa de ADN en plantas diploides y tetraploides de 7. heptaphylla. Los
valores promedio de fluorescencia relativa fueron 13.3 y 28.9 para una planta diploide
y tetraploide, respectivamente.

Los tratamientos con concentraciones mdas bajas de colchicina no fueron
eficientes para la obtencion de individuos poliploides y s6lo se recuperaron individuos
diploides (Tabla 1). No se detectd efecto toxico de la colchicina en las concentraciones
evaluadas ya que el poder germinativo no fue afectado por el tratamiento. A pesar de
ello, en las concentraciones mas altas (0.2 y 0.4%) se obtuvieron plantas quiméricas que
no evolucionaron.

No se presentan los datos correspondientes a los tratamientos de colchicina
durante 24 horas debido a que, en este periodo, s6lo se obtuvieron plantas diploides y no

hubo pérdida del poder germinativo de las semillas por toxicidad de la colchicina.
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Tabla 1: Analisis por densitometria de flujo del efecto de la concentracion de

colchicina en la induccion de poliploidia en 7. heptaphylla

Concentracion ~ Semillas 2x 4 x 8x 2x+4x
de colchinina  Germinadas (N°plantas) (N°plantas) (N°plantas) (N° plantas)
(%) /48 hs (N°)
0.00 96 96 0 0 0
0.05 92 92 0 0 0
0.10 94 94 0 0 0
0.20 85 84 0 0 1
0.40 86 81 2 1 2
TRE N 67305 e b L 8 KB O 28 BB
TR = = Ty N
=] FL1 371.@ lin e 999 RATE [1rs] 115
print |

Figura 1: Cantidad relativa de ADN en una plantas diploide y una tetraploide de T.
heptaphylla obtenida por densitometria de flujo. En la abscisa estd representada la
fluorescencia relativa (escala lineal, arbitraria) y en la ordenada el nimero de células

contadas.

El tamafio de los estomas de plantas diploides y tetraploides de 7. heptaphylia

present6 diferencias significativas (Tabla 3). El largo y ancho promedio de los mismos

para las plantas tetraploides fue de 3.02 um y 2.24 pm respectivamente, mientras que

para las diploides fue de 2.58 um y 1.77 um.
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T. pulcherrima

En la Tabla 2 se presentan los datos de los analisis por densitometria de flujo de
las plantulas correspondientes a los distintos tratamientos de colchicina.

Los tratamientos con 0.4 y 0.6 % de colchicina durante 48 horas produjeron 11y
17 plantas tetraploides respectivamente. En estos tratamientos también se obtuvieron
plantas octoploides que no prosperaron. En todos los tratamientos se obtuvieron plantas
quiméricas. En todos los tratamientos entre el 46 y 63 % de las semillas no germinaron

debido a la toxicidad de la colchicina.

Tabla 2: Andlisis por densitometria de flujo del efecto de la concentracion de

colchicina en la induccion de poliploidia en 7. pulcherrima.

Concentracion  Semillas 2x 4x 8x 2x+4x  Semillas
de colchinina  germinadas muertas
(%)/tiempo
0.0/24 hs 93 93 0 0 0 7
0.2/24 hs 54 49 1 0 4 46
0.4/ 24 hs 37 29 4 0 4 63
0.6/24 hs 47 37 6 1 3 53
0.0/48 hs 93 93 0 0 0 7
0.2/48 hs 41 38 0 3 3 59
0.4/48 hs 44 25 11 8 8 56
0.6/48 hs 50 29 17 3 3 50

En la Fig. 2 se presenta la cantidad relativa de ADN en una planta diploide y una
tetraploide de T. pulcherrima obtenida por densitometria de flujo, siendo los valores de

fluorescencia relativa promedio 6.20 y 14.12, respectivamente.

72



Poliploidia

| Fite: 1980 LAP PLLCH Pk ndex Mode Plean Arem Sremts oy
|2V 00k 18RS 1 1000 20 gan J47r4 2016

Talal Counl: 682 5892  caiismi z 2277 14 a1z @ apas £
| Gotnd Cowt BSE  [100.00%]

3oo i
| count {

| =m0
I

| 200
PoEn 4

| 1o 4 2

o M

o |2 'iUC- 1'su %DU ésu iue 550 tliECl tliEG FLIEOD  padee
Pk GaIN L-L  U-L SPEED (plss] Z.88  LAMP [hl Z23.7
al  FL1 395.8 lin @ 999 RATE [lex] 21

print

Figura 2: Cantidad relativa de ADN en una planta diploide y una tetraploide de T.
pulcherrima obtenida por densitometria de flujo. En la abscisa estd representada la
fluorescencia relativa (escala lineal, arbitraria) y en la ordenada el numero de células
contadas.

El tamafio de los estomas para el caso de 7. pulcherrima presentd la misma

tendencia que en 7. heptaphylla, siendo el largo y ancho de los mismos de 3.03 x 2.03

pmy 2.18 x 1.75 pm para plantas tetraploides y diploides, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3: Tamano de los estomas (largo y ancho) de plantas tetraploides y diploides de

T. heptaphylla y T. pulcherrima.

Especie Nivel de ploidia Largo (um) Ancho (um)

T. heptaphylla 4x 3.02+0.16a 2.24+0.22a
2x 2.58+0.15b 1.77+£0.06 b

T. pulcherrima 4x 3.03+0.16a 2.03+0.17 a
2x 2.18+0.14 b 1.75+£0.16 b

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey (p<

0.05). El analisis es por especie.
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3- Cruzamientos entre individuos con distinto nivel de ploidia

Los cruzamientos realizados entre individuos con diferente nivel de ploidia se
presentan en la Tabla 4. Fue posible la obtencion de individuos triploides a partir de los
cruzamientos entre individuos diploides y tetraploides de 7. heptaphylla. El
cruzamiento reciproco no produjo descendencia.

El analisis del nivel de ploidia utilizando densitometria de flujo se presenta en la
Fig. 3. El pico correspondiente a las plantas triploides ocupd una posicion intermedia
entre los picos de las plantas diploides y tetraploides.

La auto-polinizacién en el nivel diploide no produjo frutos a diferencia del nivel
tetraploide, donde se obtuvieron 20 frutos a partir de las 30 flores que fueron auto-

polinizadas (Tabla 4).

Tabla 4: Produccion de frutos (%) en los cruzamientos entre genotipos con diferente

nivel de ploidia y en las auto-polinizaciones de 7. heptaphylla (2x y 4x).

9/@ 4 x 2x
2x 92.9 (26/28) 0 (0/30)
4 x 66.7 (20/30) 0 (0/20)

Los ntimeros entre paréntesis indican niimero de frutos obtenidos/ flores polinizadas.

La cantidad de semillas obtenidas en los cruzamientos, su poder germinativo y el
analisis del nivel de ploidia de la descendencia (por densitometria de flujo) se presenta
en la tabla 5. El porcentaje de germinacion de las semillas obtenidas en el caso de la
auto-polinizacion del genotipo tetraploide y en los cruzamientos entre plantas diploides

y tetraploides fue de 44.2 % y 15.8 %, respectivamente. En el primer caso la
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descendencia fue 100 % tetraploide. En el segundo caso, 98.1 % fue triploide y so6lo

1.9%, tetraploide.

Tabla 5: Semillas por fruto (N°), poder germinativo (%) y nimero de plantulas 2 x, 3 x

y 4 x analizadas por densitometria de flujo en cruzamientos exitosos.

dx x 4x 2x X 4x

(auto-polinizacion)

Semillas/frutos (N°) 89+424 42+ 159
Germinacion (%) 44.2 15.8
Plantulas (N°) 48 53
Plantulas 2x (N°) 0 0
Plantulas 3x (N°) 0 52 (98.1 %)
Plantulas 4x (N°) 48 (100 %) 1 (1.9 %)

En la Fig. 3 se presenta conjuntamente la fluorescencia relativa correspondiente
a una planta diploide, triploide y tetraploide de 7. heptaphylla, siendo los valores

promedios 12.10, 20.70 y 27.08, respectivamente.
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Figura 3: Cantidad relativa de ADN en una plantas diploide, una triploides y una
tetraploide de 7. heptaphylla obtenida por densitometria de flujo. En la abscisa esta
representada la fluorescencia relativa (escala lineal, arbitraria) y en la ordenada el
numero de células contadas.
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El estudio del crecimiento del tubo polinico en los pistilos llevado a cabo por la
técnica de deteccion de la calosa, demostrd que en los cruzamientos entre 7. heptaphylla
2x y T. heptaphylla 4x los tubos polinicos germinaron, crecieron a lo largo del estilo,
llegaron al ovario y penetraron normalmente en los dvulos a través de la micropila. En
el cruzamiento reciproco (7. heptaphylla 4x x T. heptaphylla 2x) se observaron tapones
de calosa de mayor tamafio que en los cruzamientos compatibles (Fig. 4 a). Los tubos
polinicos crecieron hasta el ovario aunque se presentaron tortuosos (Fig. 4 b). Se
observaron anormalidades en el crecimiento tales como la penetracion de varios tubos
en un mismo 6vulo y también crecimiento sinuoso del mismo alrededor del saco

embrionario (Fig. 4 cy d).

Figura 4: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. heptaphylla 4x y T.
heptaphylla 2x, 4 DPP (MF). a-tubos polinicos en la primera mitad del estilo, b- tubos
polinicos en el ovario, ¢- tubos polinicos penctrando por la micrépila (noétese la
presencia de varios tubos polinicos penetrando por la micrépila), d- tubo polinico con
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crecimiento anormal en el saco embrionario. Aumentos: a, b, d, barras = 5 um, ¢, barra
=2 um.

Con respecto a la auto-polinizacion de 7. heptaphylla a nivel tetraploide se
observo germinacion de los granos de polen en el estigma y crecimiento normal de los
tubos polinicos (Fig. 5 a). No se observaron tapones de calosa largos como los hallados

en la auto-polinizacion a nivel diploide (Fig. 5 b).Los tubos polinicos llegaron al ovario

a los 4 DPP.

Figura 5: Tubos polinicos en estigmas auto-polinizados de 7. heptaphylla, 1 DPP (MF).
a- genotipo tetraploide, b- genotipo diploide, nétese la gran cantidad de tapones de
calosa largos en los tubos polinicos. Aumentos: a, b, barras = 15 pm.

4- Caracterizacion de los poliploides

T. heptaphylla

La floracion de los individuos tetraploides de 7. heptaphylla se produjo a partir
de los 18 meses de cultivo, mientras que las plantas diploides alcanzaron su floracion
entre los 8 y 12 meses.

El tamafio de las flores de los individuos tetraploides y sus contrapartes

diploides se presentan en la Tabla 6. Las flores de las plantas tetraploides fueron
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significativamente mas grandes que las diploides. Los valores de largo y ancho del tubo
corolino fueron de 7.1 y 2.4 cmy 4.5 y 1.9 cm para las plantas tetraploides y diploides,
respectivamente. Las plantas triploides presentaron el largo del tubo corolino de 5.8 cm,
valor que resultd intermedio y significativamente diferente a los individuos diploides y
tetraploides. Los diametros de la corola en antesis no arrojaron diferencias significativas
entre los tres niveles de ploidia. El grosor de los pétalos aumento significativamente a
medida que aumentaba el nivel de ploidia.

En la Fig. 6 se observa el aspecto general de las flores de 7. heptaphylla en los

tres niveles de ploidia analizados.

Tabla 6: Tamafio de las flores provenientes de plantas diploides, triploides y

tetraploides de 7. heptaphylia.

Diametro de la corola (cm) Tubo de la corola (cm) Grosor de
Nivel de los
ploidia pétalos(mm)
Vertical Horizontal Largo Ancho
2x 43a 40a 45a 19a 0.2a
3x S5.1a 48a 58b 230 03b
4x S51a 50a 7.1c 24b 0.4c

Letras diferentes indican diferencias significativas segln test de Tukey (p< 0.05).
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Figura 6: Aspecto general de las flores de 7. heptaphylla con distinto nivel de ploidia.
Izquierda: genotipo diploide, centro genotipo triploide, derecha genotipo tetraploide.
Barra = 1cm.

En la Fig. 7 se presentan los valores a y b correspondientes al color de las hojas
maduras de plantas con los tres niveles de ploidia. El color de las hojas de plantas
tetraploides fue de un verde mas intenso que sus contrapartes triploides y diploides. Es

importante aclarar, que en el sistema Hunter, los valores mas bajos de a y b indican

mayor intensidad de verde y azul respectivamente (Lozano, 1978).
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Figura 7: Valores a y b seglin el sistema Hunter correspondientes al color de las hojas
de T. heptaphylla. ¢ genotipo 2 x,  genotipo 3 x, A genotipo 4 x.
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Las plantas florecieron en estados tempranos del desarrollo en los tres niveles de
ploidia. A los nueve meses de cultivo se detectaron plantas con yemas florales
diferenciadas en los individuos diploides, triploides y tetraploides (Tabla 7).

La altura de las plantas tetraploides fue significativamente menor que el de sus
contrapartes diploides y triploides. No se hallaron diferencias significativas entre la
altura de las plantas diploides y triploides. En la Fig. 8 se presenta el aspecto general de

un individuo tetraploide, un triploide y un diploide.

Tabla 7: Altura de las plantas diploides, triploides y tetraploides y plantas con yemas
florales de T. heptaphylla a los 9 meses de cultivo.

Altura (cm) Plantas con yemas florales (%)
2x 25.54a 73.7 (28/38)"
3x 2530 a 80.7 (42/52)
4 x 11.22b 60.4 (28/48)

" ntimero de plantas florecidas/numero total de plantas.
Letras diferentes indican diferencias significativas segin test de Tukey (p< 0.05).

Figura 8: Aspecto general de plantas de 7. heptaphylla con tres niveles de ploidia a los
10 meses de cultivo. Izquierda: genotipo tetraploide, centro genotipo triploide y derecha
genotipo diploide. Barra =5 cm.
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Las plantas triploides presentaron variabilidad en cuanto a la viabilidad del
polen. Se hallaron individuos estériles aunque también algunos de ellos presentaron
viabilidad entre 20 y 60 %. En la Fig. 9 se muestran fotografias del polen de dos
individuos triploides de 7. heptaphylla. La tincion empleada permiti6 claramente definir
el polen viable coloreado de verde intenso y el inviable de color rojo. Es importante
aclarar que esta técnica usa dos fluorocromos que permiten contrastar el polen viable
del no viable. El fluorocromo diacetato de fluoresceina atraviesa las membranas intactas
de los granos de polen, la esterasa citoplasmatica la hidroliza y libera fluoresceina, la
cual es fluorescente. De esta manera los granos de polen viables se observan verdes o
amarillos usando microscopio de fluorescencia (Shivanna y Rangaswamy, 1992). Por
otra parte el ioduro de propidio es un fluorocromo cuyas propiedades no le permiten
penetrar membranas intactas, por lo que hace que las membranas muertas y los nticelos
emitan el rojo caracteristico (Krishan, 1975).

Asimismo, también se advierte el colapso de granos de polen, caracter indicativo

de irregularidades producidas en la meiosis.

Figura 9: Granos de polen de dos individuos triploides de 7. heptaphylla con la tincién
de Greissl (1989) para el andlisis de viabilidad (MF). a- individuo con 40% de
viabilidad, b- individuo estéril. Aumento: a, b, barras = 15 pm.
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T. pulcherrima

Hasta los 15 meses de cultivo, las plantas diploides y tetraploides de T.
pulcherrima no alcanzaron la etapa reproductiva por lo que se presentan solamente
datos morfologicos referidos al estado vegetativo.

Las mediciones de la altura de las plantas diploides y tetraploides a los 2 y 8
meses de cultivo arrojaron diferencias significativas, siendo las plantas tetraploides mas
bajas que sus contrapartes diploides (Tabla 8). La Fig. 10 muestra el aspecto general de

las plantas diploides y tetraploides a los 8 meses de cultivo.

Tabla 8: Altura (cm) de las plantas diploides y tetraploides de 7. pulcherrima a los 2 'y

& meses de cultivo. n=25

Altura (cm)

Edad de las plantas/ploidia 2x 4 x
2 meses 36.8 a 20.3b
8 meses 55.1a 40.6 b

Letras diferentes en filas indican diferencias significativas segun test de Tukey (p<
0.05).

Figura 10: Aspecto general de plantas diploides (izquierda) y tetraploides (derecha) de
T. pulcherrima a los 8 meses de cultivo.
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El color de las hojas maduras fue de un color mas intenso en las plantas
tetraploides tal como se puede ver en la Fig. 11 a través de los valores a y b del sistema

Hunter.

35 1

* * 30 A

25 -

L 2 J . 20 -

-20 -15 -10 -5 0

Figura 11: Valores a y b segin el sistema Hunter correspondientes al color de las hojas
maduras de 7. pulcherrima ¢ genotipo 2x, A genotipo 4x.

Discusion

La induccién de la poliploidia fue posible a partir del tratamiento de semillas de
T. heptaphylla y T. pulcherrima con una solucion acuosa de colchicina. A pesar que la
mencionada técnica ha sido muy utilizada, éste es el primer reporte de su aplicacion en
el género Tabebuia. Las concentraciones utilizadas en el ensayo a partir de semillas de
T. pulcherrima fueron mas cercanas a las Optimas ya que la cantidad de semillas
muertas en los tratamientos fue de alrededor del 50%, lo que indica que se aproximaron
a la dosis letal media (DL 50). Van Harten (1998) recomienda esta dosis para que los
tratamientos mutagénicos sean efectivos. En efecto, las dosis mayores utilizadas en el
ensayo de T. pulcherrima con respecto a T. heptaphylla produjeron mayor cantidad de

individuos poliploides.
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Cabe aclarar que el uso de la colchicina en las especies lefiosas no ha sido una
técnica de aplicacion masiva, puesto que la misma a menudo produce retraso de la
floracion (Vainold, 2000). Pero aqui fueron seleccionados los materiales que florecian
en estados tempranos del desarrollo, y por ende, se pudieron evaluar en los poliploides
de T. heptaphylla los efectos del tratamiento con colchicina sobre las caracteristicas
florales de interés ornamental.

Los genotipos poliploides fueron seleccionados en estado de plantula y la
metodologia utilizada fue la densitometria de flujo. Este es un método muy efectivo de
evaluacion de la cantidad relativa de ADN por su exactitud, conveniencia, simplicidad y
rapidez de andlisis (Dolezel, 1997; Mishiba y Mii, 2000; Saito et al., 2003). Las
caracteristicas morfoldgicas distintivas de los poliploides obtenidos tales como tamafio
de estomas y flores y altura de las plantas, en todos los casos confirmaron los analisis
por densitometria de flujo.

La induccion de poliploidia resultd una técnica util para el plan de mejoramiento
de Tabebuia debido a que permitidé obtener genotipos con habito de crecimiento mas
compacto en ambas especies, tal como lo habian reportado Rose et al. (2000) para
Buddleia globosa Hope. Ademaés, las plantas tetraploides de 7. heptaphylla y T.
pulcherrima presentaron hojas de color verde mdas intenso lo que permite mayor
contraste con las flores, caracteristica importante para la creacion varietal.

El cruzamiento entre individuos de 7. heptaphylla con distinto nivel de ploidia
fue posible. Se obtuvieron plantas triploides a partir del cruzamiento entre individuos
diploides y tetraploides. El cruzamiento reciproco no fue posible. Esto mismo ya habia
sido reportado por Golz et al (2000) en Pyrus communis L., material que so6lo produce

frutos cuando el genotipo tetraploide es usado como donante de polen.
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Algunos individuos triploides resultaron estériles. Estos materiales ameritan
futuras evaluaciones debido a la posibilidad de obtener variedades que presenten mayor
longevidad floral. En el caso de Begonia L. la mayoria de las variedades del grupo
“Elatior” son de origen triploide, estériles y se caracterizan por la prolongada duracién
de sus flores (Hvslef-Eide y Munster, 2006). Armitage et al. (2003) mencionan la
excelente longevidad de las variedades triploides de Iris L. Segiin Rogers (2006) la
polinizacion es uno de los desencadenantes de la senescencia de los pétalos, la cual
inicia una serie de eventos fisiologicos asociados a los reguladores de crecimiento. En
los triploides estériles aqui obtenidos, el fracaso de la polinizaciéon aportaria mayor
longevidad a los pétalos. Por otra parte, Van Harten (1998) menciona que el nivel de
ploidia optimo para las plantas de propagacion agamica es el 3x debido a que las plantas
suelen ser estériles y de excelente vigor. En efecto, se comprobo en T. heptaphylla que
el vigor de las plantas triploides fue semejante al de las diploides, evaluado a través de
la altura que alcanzaron ambos grupos en un mismo periodo de cultivo.

La auto-polinizacion de T. heptaphylla en el nivel diploide no produjo frutos tal
como se confirmo6 en el Capitulo I. A diferencia de ello, se obtuvieron frutos cuando se
auto-polinizd el genotipo tetraploide. Segun Nettancourt (2005), los tetraploides
inducidos a partir de diploides con auto-incompatibilidad gametofitica usualmente
arrojan fenotipos auto-compatibles. En el caso de Rosa (género con auto-
incompatibilidad gametofitica), la autofecundacion es comun en cultivares tetraploides
(Rajapakse et al., 2001). Goldz et al. (2000) afirman la ruptura de la incompatibilidad
gametofitica en plantas tetraploides que son heterocigotas en el locus S. En
Lycopersicon peruvianum (L.) Mill., Chawla, et al. (1997) demuestran que la auto-
compatibilidad en los tetraploides no deriva de la alteracion en la expresion de las

proteinas asociadas al gen S.
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La ruptura de la auto-incompatibilidad en el genotipo tetraploide obtenido en
Tabebuia, proporciona las bases para sugerir que la auto-incompatibilidad de accion
tardia es un tipo de auto-incompatibilidad gametofitica. Varios reportes discuten las
diferencias entre este tipo de auto-incompatibilidad y la depresion por endogamia pero
ninguno de ellos hace mencién de este hecho (Lipow y Wyatt, 2000; Bittencourt y
Semir, 2005; Bianchi et al. 2005).

Es de destacar que el crecimiento del tubo polinico en la auto-polinizacion de 7.
heptaphylla en el nivel tetraploide no presentd las deposiciones de calosa observadas en
el nivel diploide (ver Capitulo I), lo que permite apoyar atin mas la hipétesis que tales
deposiciones formando tapones largos podrian estas asociadas a la auto-

incompatibilidad.
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Hibridacion interespecifica en el género Tabebuia

Capitulo 111
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Introduccion

En las plantas, la informacion relativa a la incompatibilidad interespecifica es
escasa y mucho menos estudiada que la compatibilidad intraespecifica (Shivanna,
2005). A pesar de ello se han hecho intentos de hibridacion interespecifica en muchos
géneros de plantas ornamentales, ya que junto con la poliploidia, constituyen la mayor
fuente de variacion (Van Tuyl et al. 2002). Por otra parte, los hibridos interespecificos
tienen la potencialidad de capturar el vigor hibrido y la posibilidad de combinar
caracteres de interés. En géneros tales como Rosa, Chrysanthemum L., Gladiolus L.,
Alstroemeria L., Dianthus L., Narcissus L. Tajetes y Lilium L. entre otros, la
hibridacion interespecifica ha sido muy utilizada para la creacion varietal (Van Tuyl et
al., 2002). Particularmente en el caso del Lilium, la hibridacién interespecifica ha
contribuido al mejoramiento y a partir de ella existen en el mercado un gran namero de
variedades (Van Tuyl y Lim, 2003).

Las barreras para la hibridacion interespecifica constituyen el mayor obstaculo
que debe ser superado para llevar a cabo cualquier programa de mejoramiento. Dichas
barreras se establecen en estados pre- o post-cigoticos, aunque las ultimas son maés
comunes. Las barreras pre-cigoticas actuan en la superficie del estigma o en el tejido de
transmision, y ocasionalmente, pueden presentarse en el ovario o en los 6vulos.

Las barreras post-cigoticas pueden actuar en diferentes estados del desarrollo
embrionario o durante la germinacion de la semilla y en el crecimiento del hibrido. Se
han identificado muchas causas de aborto en el desarrollo embrionario, tales como
presencia de genes letales, desarmonia genética en el embrion o fallas en el desarrollo

endospérmico (Shivanna, 2005). Durante la germinacion, también se han identificado
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algunas causas de aborto del embrion como por ejemplo en hibridos interespecificos de
Rhododendron L. e Hibiscus L. (Eeckhaut et al. 2006), la incompatibilidad entre el
genoma nuclear y el plastoma inhibe el desarrollo de los cloroplastos y la formacion de
clorofila, y consecuentemente se originan plantas albinas.

De acuerdo a Shivanna (2005), a menudo las barreras no estan restringidas a un
unico nivel del pistilo y por el contrario pueden presentarse en todos los niveles.

En la incompatibilidad interespecifica algunos investigadores han considerado
un reconocimiento activo a través de los alelos-S. Un ejemplo lo constituye el caso del
cruzamiento entre Lycopersicon peruvianum 'y L. esculentum Mill. en el cual, el locus S
estaria involucrado en la inhibicion del tubo polinico (Nettancourt, 2005).

En la mayoria de los cruzamientos interespecificos la interrupcion del
crecimiento del tubo polinico es pasiva, es decir, no resulta de un reconocimiento activo
del polen. El resultado es la falta de co-adaptacion entre el polen y el pistilo, lo que se
considera como un mecanismo “llave- cerradura” (Shivanna, 2005). Esta inhibicion
pasiva resultante de la falta de informacion genética entre ambos progenitores ha sido
llamada incongruencia por Hogenboom (1973). Este modelo sugiere que Ila
incompatibilidad interespecifica es el resultado de la barrera determinada por una
divergencia evolutiva fisioldgica o morfoldgica entre especies, por lo que esta ligado a
especies filogenéticamente distantes. En contraste a este modelo, Nettancourt (2005)
sugiere que la hibridacion interespecifica es inhibida por un proceso activo.

En muchos cruzamientos interespecificos la incompatibilidad opera en sélo una
direccion. Este tipo de incompatibilidad se denomina unilateral y es comtn cuando se
cruza una especie auto-incompatible con una auto-compatible. Se ha reportado
incompatibilidad unilateral en Capsicum L. (Naci Onus y Pickersgill, 2004), Solanum L.

(Eijlander et al., 2000), Eucalyptus L' Her. (Gore et al., 1990), Lycopersicon Hill.
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(Nettancourt et al., 1974), en cruzamientos entre S. pennellii Correll. y L. esculentum
(Hardon, 1967), etc. Aunque la incompatibilidad unilateral prevalece cuando el
cruzamiento se produce entre una especie auto-incompatible con una especie auto-
compatible, también se han reportado casos en el cruzamiento en sentido inverso y entre
dos especies auto-incompatibles (Shivanna, 2005).

En el género Tabebuia, Gentry (1992) refiere la existencia de hibridacion natural
entre especies nativas de Cuba, pero no hace estudios especificos que prueben la
hibridacion. Al presente, tampoco hay trabajos relativos a los posibles mecanismos de
incompatibilidad interespecifica en este género ni en otros de la familia Bignoniaceae.

Bittencourt (2003) indica que 7. impetiginosa y 1. heptaphylla son
bilateralmente inter-fértiles y cita incompatibilidad unilateral entre 7. umbellata (Sord.)
Sandwith y T. crysotricha. Dicho autor s6lo determina la hibridacion por el nimero de
semillas obtenidas y no estudia los potenciales hibridos. Considera 4 especies, de las

cuales solo 2 de ellas esta presentes en la flora argentina.

Objetivo general

Evaluar la compatibilidad interespecifica en el género Tabebuia.

Objetivos parciales

(i) reconocer las barreras pre y/o post cigdticas para la hibridacion

interespecificas en el género.
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(i1) determinar la aptitud combinatoria, ya que la misma aporta elementos
valiosos para el mejoramiento como asi también sobre similitud genética y/o distancia
genética entre especies;

(ii1) caracterizar los hibridos obtenidos;

(iv) seleccionar aquellos hibridos que combinen la forma compacta con

variacion en el color de las flores y que produzcan flores en el primer afio de cultivo.

Materiales y Métodos

Se utilizaron individuos seleccionados por las caracteristicas ornamentales tales
como floracion profusa y en estado temprano del desarrollo de las siguientes especies:
T. heptaphylla (2x y 4x), T. pulcherrima, T. alba, T. ochracea, T. nodosa, T. lapacho, T.
crysotricha,y T. aurea (ver Anexo I, Tabla 2).

Las plantas se cultivaron en macetas en invernaculo con control de temperatura
minima (15° C). Los genotipos selectos se clonaron a partir de injertos para obtener
material base suficiente. Los injertos fueron de pua terminal y se realizaron sobre

arboles de, al menos, 2 afios de cultivo.

1- Cruzamientos

Los cruzamientos dirigidos se realizaron entre los materiales antes mencionados
considerando la combinacion de flores rosadas de 7. heptaphylla (genotipos 2x y 4x)
con especies de flores amarillas. Para ello se castraron las flores 1 dia antes de su antesis
y se elimino la corola para evitar la atraccion de polinizadores. En antesis, se procedio a

la polinizacidn con polen fresco y/o conservado a 5° C en silica-gel.
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Se realizaron al menos 30 cruzamientos de cada combinacién en dos momentos.
Se evalu¢ la produccion de frutos por cruzamiento, produccion de semillas por fruto y el
poder germinativo de las mismas.

La eficiencia reproductiva se calcul6 segtn la formula de Dafni (1992):

N° frutos N° promedio semillas/fruto

N°¢ flores polinizadas N° promedio 6vulos/ovario

El niimero promedio de dvulos por ovario se calculd contando todos los dvulos

de 10 ovarios sobre lupa. Para facilitar el recuento se us6 un cubreobjetos cuadriculado.

2- Crecimiento del tubo polinico

Se recolectaron pistilos a intervalos de 1, 2, 3 y 4 DPP en cada combinacion
analizada y su reciproco. Se fijaron en FAA (formol, acido acético y etanol; 1: 0.5: 8) por al
menos 24 horas. Los pistilos se trataron segun la metodologia detallada en el Capitulo 1.

Se evaluo el crecimiento diario del tubo polinico en los pistilos considerando la
distancia recorrida. Se consideraron los siguientes codigos: 1- germinacion y
crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 2- crecimiento de tubos polinicos hasta
primera mitad del estilo, 3- crecimiento de tubos polinicos hasta la segunda mitad del
estilo, 4- crecimiento de tubos polinicos hasta el ovario.

Debido a que los tubos polinicos son muy numerosos y forman un haz apretado

se estimo el porcentaje de tubos que alcanzaban cada porcidon del pistilo.
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Se colectaron pistilos a intervalos regulares luego de los cruzamientos, se fijaron
en glutaraldehido y se incluyeron en parafina para luego realizar cortes histologicos (ver

metodologia Capitulo I).

3- Caracterizacion de los hibridos

Las semillas obtenidas a partir de los cruzamientos se sembraron sobre
vermiculita himeda en bolsas de nylon y se mantuvieron en camara a 25 + 2 °C.
Cuando las plantulas tuvieron al menos 2 hojas verdaderas se transplantaron a bandejas
alveoladas (plugs) en sustrato compuesto por turba, perlita, vermiculita (1:1:1), luego a
los dos meses de cultivo se transplantaron a macetas de 10 cm de didmetro y a los 4
meses posteriores a macetas de 6 litros de capacidad (Fig. 1). Estos dos ultimos
transplantes se hicieron sobre un sustrato compuesto por resaca de rio, aciculas de pino
molidas y tierra (1: 1:1).

Se evaluaron las siguientes caracteristicas: (a) el tiempo transcurrido desde la
siembra a la primera floracion, (b) altura de las plantas en plena floracion, (c) tamaio y
color de las flores y (d) viabilidad del polen.

Se midio el largo y ancho del tubo corolino de los hibridos y sus progenitores
con un escalimetro digital (Mitutoyo, Japon).

Para determinar el color de las flores se evaluaron todos los individuos hibridos
y sus progenitores en el tiempo de la antesis. Se realizd a través de un colorimetro
Minolta Chroma Meter CR-321 (Japdén) con lectura directa de L* (luminosidad), a
(intensidad de rojo) y b (intensidad de amarillo). Se tomaron los valores referidos al

sector medio del tubo corolino y se analizaron 6 flores por individuo.
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Se determind la viabilidad del polen de los individuos hibridos segiin Greissl
(1989). Se evaluaron aproximadamente 300 granos de polen siguiendo la metodologia
detallada en el Capitulo II.

Se analizo el nivel de ploidia de los hibridos en los casos en que los progenitores
presentaban diferente tamafio gendmico usando densitometria de flujo (ver metodologia
en Capitulo IT).

Para algunas combinaciones fue posible obtener una generacion segregante a

partir del cruzamiento entre hermanos.

Figura 1: Etapas de cultivo de los hibridos obtenidos. a- plantulas en estado cotiledonar
en bolsas con vermiculita, b- plantulas en bandejas alveoladas (plugs), ¢- plantas de dos
meses en macetas 10 cm de didmetro, d- plantas de 6 meses en macetas de 3 It de

capacidad.
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Resultados

1- Cruzamientos

Los resultados obtenidos en las polinizaciones entre dos genotipos de T.
heptaphylla (2x y 4x) y siete especies de Tabebuia de flores amarillas: 7. pulcherrima,
T. alba, T. ochracea, T. nodosa, T. lapacho, T. crysotricha 'y T. aurea se presentan en la
Tabla 1.

Se obtuvieron frutos en las siguientes combinaciones: 7. pulcherrima x T.
heptaphylla (genotipo 2x), T. pulcherrima x T. heptaphylla (genotipo 4x), T.
heptaphylla ( genotipo 2x) x T. pulcherrima y T. heptaphylla (genotipo 2x) x T. alba.
En los cruzamientos con las otras especies analizadas no se obtuvieron frutos y la
abscision de los pistilos se produjo entre los 4 y 7 DPP.

En el caso de los cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla se
produjeron frutos en cruzamientos en ambas direcciones aunque la mayor cantidad
(28.8%) se obtuvo cuando el genotipo tetraploide de 7. heptaphylla fue utilizado como
donante de polen. En el cruzamiento reciproco sélo se obtuvo un fruto (1.4%).

Para el caso de la combinacion entre 7. alba y T. heptaphylla se obtuvieron 4
frutos cuando 7. alba fue utilizada como donante de polen (7.3%). El cruzamiento en
sentido inverso no produjo descendencia lo que sugiere la existencia de
incompatibilidad unilateral.

A partir de estos resultados se evaluaron otros genotipos para los cruzamientos
entre T. pulcherrima 'y T. heptaphylla (Tabla 2) y T. alba y T. heptaphylla (Tabla 3). Se

confirmo6 que la direccion 7. pulcherrima x T. heptaphylla es mas exitosa en lo que

95



Hibridacion interespecifica

respecta a la produccion de frutos y la compatibilidad unilateral en el caso de la

combinacion entre 7. heptaphylla x T. alba.

Tabla 1: Numero de flores polinizadas y frutos cosechados en los cruzamientos entre
genotipos selectos de T. heptaphylla 2x y 4x y siete especies de Tabebuia de flores

amarillas.

T. heptaphylla 3 T. heptaphylla Q

genotipo 2x genotipo 4x genotipo 2x genotipo 4x

T. pulcherrima 71/1 (1.4%) 9/0 (0%) 53/2 (3.8%)  52/15 (28.8%)
T. alba 55/4 (7.3 %) 4/0 (0%) 19/0 (0%) 25/0 (0%)
T. ochracea 23/0 (0%) 15/0 (0%) 14/0 (0%) 31/0 (0%)
T. nodosa 20/0 (0%) 18/0 (0%) 20/0 (0%) 22/0 (0%)
T. lapacho 29/0 (0%) sd 10/0 (0%) sd
T. crysotricha 32/0 (0%) 10/0 (0%) 52/0 (0%) 69/0 (0%)
T. aurea 11/0 (0%) 10/0 (0%) 10/0 (0%) 10/0 (0%)

Entre paréntesis se indica el porcentaje de fructificacion. sd: sin dato.

Tabla 2: Numero de flores polinizadas y frutos cosechados en los cruzamientos entre

genotipos selectos de 7. heptaphylla'y T. pulcherrima.

Genotipo  Especie & Genotipo Flores Frutos

Especie ¢ polinizadas cosechados
N°) N°)

T. heptaphylla  20010815x9 T pulcherrima  20010927F2 14 0

T. heptaphylla  20010815x9  T. pulcherrima 20010927A1 55 1

T. pulcherrima 20010927F2 T heptaphylla ~ 20020527x2 28 4

T. pulcherrima 20010927A1 T heptaphylla  20010815x1 21 9

T. pulcherrima 20010927A1 T heptaphylla  20020527x2 30 12
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Tabla 3: Numero de flores polinizadas y frutos cosechados en los cruzamientos entre

genotipos selectos de T. heptaphylla y T. pulcherrima

Especie ¢ Genotipo Especie & Genotipo Flores Frutos
polinizadas  cosechados
(N°) (N°)

T heptaphylla 20010813 x 25 T alba 2001092514 18 1

T heptaphylla 20010813 x 25 T alba 20010926B1 33 2

T heptaphylla 20010813 x 25 T alba 2001092511 4 1

T heptaphylla 200205272 T alba 2001092514 4 0
T alba 2001092514 T heptaphylla 20010815x9 2 0
T alba 20010926B1 T heptaphylla 20010815x9 17 0
T alba 2001092514 T heptaphylla 20020527x2 13 0
T alba 20010926B1 T heptaphylla 20020527x2 12 0

La produccion de semillas por frutos y su poder germinativo correspondientes a

los cruzamientos exitosos se presenta en la Tabla 4. Los frutos obtenidos en los

cruzamientos entre 7. heptaphylla (2x) x T. alba y T. pulcherrima x T. heptaphylla 4x y

2x produjeron 54.66, 156.82 y 99.78 semillas por frutos, respectivamente. En los tres

casos las semillas germinaron y produjeron plantulas normales. La combinacion 7.

heptaphylla x T. pulcherrima produjo sélo un fruto con 9 semillas, germinaron sélo 7 y

no evolucionaron.

En la tabla 5 se presenta la eficiencia reproductiva segin la formula de Dafni

(1992) correspondiente a los cruzamientos exitosos. El cruzamiento entre 7.

pulcherrimay T. heptaphylla (4x) arrojo el valor 12.76 siendo el mas alto obtenido.
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Tabla 4: Semillas obtenidas por fruto (promedio) y semillas germinadas (promedio) en

los cruzamientos exitosos entre 7. heptaphyllay T. pulcherrima y T. alba.

Combinacion Sem prom/fruto = SD  Sem germinadas prom/fruto +SD
T. heptaphylla 2x) x T. alba 54.66 + 24.85 26.67 + 13.28 (48.79%)

T. pulcherrima x T 156.82 £ 118. 15 100.65 = 102.92 (64,18 %)
heptaphylla (4x)

T.  pulcherrima x T. 99.78 £ 67.03 75.22 £36.69 (75.39%)
heptaphylla (2x)

T. heptaphylla (2x) x T. 9 7

pulcherrima

SD, desvio Standard.

Tabla 5: Ovulos por ovario (N°) y eficiencia reproductiva segiin Dafni (1992) en

cruzamientos exitosos entre 7. heptaphylla y T. pulcherrima 'y T. alba

Ovulos por ovario (N°)' Eficiencia reproductiva >
T. heptaphylla (2x) x T. 273.2 1.44
alba
T. pulcherrima x T. 357.0 12.76
heptaphylla (4x)
T. pulcherrima x T. 357.0 1.06
heptaphylla (2x)
T. heptaphylla (2x) x T. 273.2 0.03
pulcherrima

T . .
Promedio de 10 ovarios.
2 (nimero de frutos/ nimero de flores polinizadas) x (nimero promedio de semillas por

fruto/ nimero promedio de 6vulos por ovario) x 100.
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2- Crecimiento del tubo polinico

Cruzamientos compatibles:

En el cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla y su reciproco se
observd que la proporcion de tubos polinicos que completaron su desarrollo fue
reducida en diferentes niveles y por consiguiente muy pocos (10%-20%) llegaron hasta

el ovario y luego al saco embrionario (Tabla 6).

Tabla 6: Crecimiento diario del tubo polinico a lo largo del pistilo en los cruzamientos

T. pulcherrima x T. heptaphylla y su reciproco (moda).

1 DPP 2 DPP 3 DPP 4 DPP
T. pulcherima x T. 2(80%) 4 (20%) 4 (20%) 4 (10%)

heptaphylla
T. heptaphylla x T. 1(80%) 2 (20%) 3 (20%) 4 (10%)

pulcherrima

1- Germinacion y crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 2- crecimiento de tubos
polinicos hasta la primera mitad del estilo, 3- crecimiento de tubos polinicos hasta la
segunda mitad del estilo, 4- crecimiento de tubos polinicos hasta el ovario.

Entre paréntesis se indica el porcentaje estimado del total de tubos polinicos que llegan
a cada sector del pistilo.

En el cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla, los tubos polinicos
detuvieron su crecimiento en distintas zonas del estilo y presentaron deposicion de
calosa en la punta del mismo formando estructuras globosas. También se observaron
tapones de calosa en tubos polinicos a lo largo del estilo de dimensiones mayores a los

normales y de forma globosa (Fig. 2 c). So6lo el 20 % de los tubos polinicos llegaron

hasta el ovario (Fig. 2 d). No se observaron anormalidades en la penetracion de los
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tubos polinicos en la micropila (Fig. 2). Los tubos polinicos llegaron a los 6vulos a los 2
DPP.

En el cruzamiento reciproco (7. heptaphylla x T. pulcherrima) sucedié algo
similar, a pesar de la germinacion de los granos de polen, muy pocos tubos polinicos
llegaron al ovario (Fig. 3 c).

Es importante destacar que la velocidad de crecimiento fue menor que en el caso

anterior, los tubos polinicos llegaron a los 6vulos a los 4 DPP.

Figura 2: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. pulcherrima y T.
heptaphylla, 4 DPP (MO-F). a- tubos polinicos en estigma, b- tubos polinicos en la
primera mitad del estilo, c- tubos polinicos en la segunda mitad del estilo (ver
deposiciones de calosa), d- tubos polinicos en el ovario (ndtese la poca cantidad de
tubos). Aumentos: a, b, d, barras =5 um; ¢ barra =2 um.
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Figura 3: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. heptaphylla y T.
pulcherrima 4 DPP (MO-F). a- tubos polinicos en estigma, b- tubos polinicos en la
primera mitad del estilo, ¢- tubos polinicos en la segunda mitad del estilo (notese la
poca cantidad de tubos polinicos), d- tubos polinicos en los 6vulos. Aumentos: a, b, c,
barras = 10 um; d, barra =5 pm.

La combinacion entre 7. heptaphylla x T. alba presentd caracteristicas
semejantes a la anterior combinacion mencionada; es decir, a pesar de la germinacion
aparentemente normal de los granos de polen en el estigma muy pocos llegaron a los
6vulos. A los 4 DPP, se observd que un grupo reducido de tubos polinicos llegaron al

ovario y penetraron los 6vulos por la micropila (Tabla 7).
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Tabla 7: Crecimiento diario del tubo polinico a lo largo del pistilo en los cruzamientos

T. heptaphylla x T. alba y su reciproco (moda).

1 DPP 2 DPP 3 DPP 4 DPP

T. heptaphylla x T. 1 (80%) 2 (60%) 3 (40%) 4 (40%)
alba
T. alba x T 1(80%) 2 (20%) 2 (20%) 2 (20%)

heptaphylla

1- Germinacion y crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 2- crecimiento de tubos
polinicos hasta la primera mitad del estilo, 3- crecimiento de tubos polinicos hasta la
segunda mitad del estilo, 4- crecimiento hasta el ovario.

Entre paréntesis se indica el porcentaje estimado del total de tubos polinicos que llegan
a cada sector del pistilo.

En cruzamiento reciproco (7. alba x T. heptaphylla), los tubos polinicos
presentaron una pronunciada deposicion de calosa y crecimiento tortuoso sobre el
estigma (Fig. 4). So6lo unos pocos tubos polinicos (20 %) crecieron hasta la primera
mitad del estilo y en ellos se observaron tapones de calosa mas grandes que los
habituales en cruzamientos compatibles y su forma fue similar a la de los hallados en el
cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla. No se observéd crecimiento de los

mismos luego de los 2 DPP y a los 4 DPP se produjo la abscision de todos los pistilos

auto-polinizados.
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Figura 4: Tubos polinicos en el cruzamiento 7. heptaphylla x T. alba, 4 DPP (MO-F).
a- tubos polinicos en estigma, b- tubos polinicos en la primera mitad del estilo, ¢- tubos
polinicos en la segunda mitad del estilo, d- tubos polinicos en el ovario. Aumentos: a,
b, d barras = 10 um, ¢, barra =5 pm.
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Figura 5: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. alba y T.
heptaphylla, 4 DPP (MO-F). a- tubos polinicos en estigma, b-detalle de tubos polinicos
en estigma, ndtese el recorrido tortuoso, ¢- tubos polinicos en la primera mitad de estilo
(ver detalle de tapones de calosa), d- 6vulos sin rastros de tubos polinicos Aumentos: a,
d, barra = 10 um; b, ¢, barra =5 um; d, barra = 100 pm.

Los estudios embriologicos corroboraron los resultados antes descriptos.

En el cruzamiento entre 7. heptaphylla y T. pulcherrima no se observa llegada
de tubos polinicos a los sacos embrionarios y las sinérgidas persistieron sin cambios a
los 4 DPP (Fig. 6).

En el cruzamiento reciproco (7. pulcherrima x T. heptaphylla), se observd
descarga del tubo polinico en una sinérgida, la cual resulté altamente picnotica (Fig. 7
a). Se comprobd la formacion del cigoto y se observo desarrollo normal de los dvulos

fecundados (Fig. 7by c).
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Figura 6: Aspecto de las sinérgidas y aparato filar en el cruzamiento entre 7.
heptaphylla y T. pulcherrima, 4 DPP (MO). Notese que permanecen intactas y no se
ven restos de tubo polinico. Abreviaturas: s: sinérgida, af: aparato filar. Aumento:
Barra =2 pm.

Figura 7: Corte transversal de ovulos provenientes del cruzamiento entre 7.
pulcherrima y T. heptaphylla (MO). a- sinérgida degenerada, 4 DPP, b- cigoto, 6 DPP,
c- aspecto general del ovario 11 DPP. Abreviaturas: s: sinérgida, np: nucleos polares,
z: cigoto, od: dvulos en desarrollo, t: tabique. Aumentos: a, b barras = 2 um; ¢ barra =
20 pm.
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En el cruzamiento T. alba x T. heptaphylla no se ven sinérgidas degeneradas por
lo que se concluye que no hay descarga del contenido del tubo polinico en las mismas.

En el cruzamiento reciproco (7. heptaphylla x T. alba), se observaron 6vulos
donde hubo penetracion del tubo polinico por la micropila y se produjo la descarga de
contenidos en la sinérgida (Fig. 8 ay b).

En otros 6vulos no se produjo tal descarga, permaneciendo sin cambios
aparentes (Fig. 8 ¢). A los 15 DPP, se observé desarrollo de 6vulos normales y también

ovulos que permanecieron sin cambios (Fig. 8 d).

Figura 8: Corte transversal de 6vulos provenientes del cruzamiento entre 7. heptaphylla
y T. alba (MO). a- tubo polinico penetrando por la micropila 4 DPP, b- sinérgida
degenerada y nuclelos de nucleos centrales sin unirse 4 DPP, c¢- sinérgidas intactas, sin
penetrar, d- desarrollo del ovario 15 DPP. Abreviaturas: tp: tubo polinico, np: niicleos
polares, s: sinérgida, od: ovulo en desarrollo, oa: ¢vulo abortado. Aumentos: a, b,
barras = 2 um; ¢, barra = 5 pm; d, barra = 20 um.
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Cruzamientos incompatibles:

En los cruzamientos entre 7. heptaphylla y T. crysotricha en ambas direcciones
los tubos polinicos no lograron crecer hasta el ovario y penetrar los 6vulos, solo el 10%

de los tubos polinicos crecieron hasta la segunda mitad del estilo (Tabla 8).

Tabla 8: Crecimiento diario del tubo polinico a lo largo del pistilo en los cruzamientos

T. heptaphylla x T. crysotricha 'y su reciproco (moda).

1 DPP 2 DPP 3 DPP 4 DPP
T. heptaphylla x T. 1 (80%) 2 (10%) 2 (10%) 3 (10%)
crysotricha
T. crysotricha x T. 1 (80%) 2 (10%) 3 (10%) 3 (10%)
heptaphylla

1- Germinacion y crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 2- crecimiento de tubos
polinicos hasta la primera mitad del estilo, 3- crecimiento de tubos polinicos hasta la
segunda mitad del estilo, 4- crecimiento hasta el ovario.

Entre paréntesis se indica el porcentaje estimado del total de tubos polinicos que llegan
a cada sector del pistilo.

En el caso de T. crysotricha x T. heptaphylla, los tubos polinicos crecieron en
forma tortuosa en el estigma, lo que impidi6 que los mismos penetren por las papilas
estigmaticas; los tubos que lograron superar ese sitio de expresion de la
incompatibilidad, crecieron hasta la segunda mitad del estilo, pero en ningun caso se
observo llegada a los 6vulos (Fig. 6). En la primera mitad del estilo también se

observaron tapones de calosa de mayor dimension que los tapones normales que

ocurren en cruzamientos compatibles.
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Figura 9: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. crysotricha y T.
heptaphylla, 4 DPP (MO). a- tubos polinicos en estigma, b- detalle de tubos polinicos
en el estigma, c¢- tubos polinicos en la primer mitad del estilo (ver deposiciones de
calosa), d- tubos polinicos en la segunda mitad del estilo (notese la poca cantidad de
tubos). Aumentos: a, d, barras = 10 um; b, ¢, barras =5 pm.

En el cruzamiento reciproco (7. heptaphylla x T. crysotricha) sucedio algo
similar al cruzamiento anterior; aunque los tubos polinicos presentaron un patrén de
deposicion de calosa distinto, en este caso no se detectd enrollamiento de los extremos
de los tubos polinicos sino un engrosamiento. En la primer mitad del estilo también se
observaron tubos polinicos con tapones de calosa a menos distancia de la habitual
formando una estructura en rosario (Fig. 7 ¢).

Es importante aclarar que no hay muestras analizadas luego de los 4 DPP debido

a que en ese tiempo se produce la abscision de los pistilos.
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Figura 10: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. heptaphylla y T.
crysotricha 4 DPP (MO). a- tubos polinicos en estigma, b- detalle de engrosamiento de
tubo polinico en el estigma, c- tubos polinicos en la primera mitad del estilo (ver
deposiciones de calosa en forma de rosario), d- tubos polinicos en la segunda mitad del
estilo (ndtese la poca cantidad de tubos). Aumentos: a, d, barras = 10 pm; b, barra = 2
pum; ¢ barra =5 pm.

En el caso del los cruzamientos entre 7. heptaphylla y T. ochracea en ambas
direcciones, se detectd que solo el 50% de los granos de polen observados en el estigma
germinaron y cierta cantidad de los tubos polinicos (10%) crecieron hasta el ovario, a
pesar de ello no lograron penetrar en los 6vulos (Tabla 9). Cuando 7. heptaphylla tue
polinizada con T. ochracea se observo germinacion normal de los granos de polen en el
estigma pero s6lo el 50% de los tubos polinicos lograron crecer hasta la mitad del estilo.

Los tubos que llegaron a la base del ovario (10%) presentaron anormalidades en lo que
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respecta a la deposicion de calosa tales como enrollamientos (Fig. 8 c¢) y
engrosamientos en la punta (Fig. 8 d y e).

A pesar de observar tubos polinicos cercanos a los 6vulos en ningin caso de
detect6 su entrada a través de la micropila (Fig. 8 e y f). Los tubos polinicos llegaron al

ovario a los 2 DPP (Tabla 9).

Tabla 9: Crecimiento diario del tubo polinico a lo largo del pistilo en los cruzamientos

T. heptaphylla x T. ochracea 'y reciproco (moda).

1 DPP 2 DPP 3 DPP 4 DPP
T. heptaphylla x T. 2 (50%) 4 (10%) 4 (10%) 4 (10%)
ochracea
T. ochracea x T. 1(50%) 2 (50%) 3 (10%) 4 (10%)
heptaphylla

1- Germinacion y crecimiento de tubos polinicos en el estigma, 2- crecimiento de tubos
polinicos hasta la primera mitad del estilo, 3- crecimiento de tubos polinicos hasta la
segunda mitad del estilo, 4- crecimiento hasta el ovario.

Entre paréntesis se indica el porcentaje estimado del total de tubos polinicos que llegan
a cada sector del pistilo.

El cruzamiento reciproco (7. ochracea x T. heptaphylla) se observdé una
disminucion en la velocidad de crecimiento ya que recién a los 4 DPP se observaron
tubos polinicos en el ovario. También se observo que el 50% de los tubos polinicos
llegaron a la mitad del estigma (Fig. 9 b) y s6lo el 10% logroé llegar al ovario (Fig. 9 d).

Los tubos polinicos que llegaron al ovario presentaron pérdida de la direccion (Fig. 9 e)

y se observo que muy pocos de ellos lograron penetrar a los 6vulos por la micrdpila.
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Figura 11: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. heptaphyllay T.
ochracea, 4 DPP (MO-F). a- tubos polinicos en estigma, b- tubo polinicos en el estilo c-
crecimiento tortuoso de tubo polinico en la entrada del ovario, d- detalle de puntas
engrosadas de tubos polinicos en la entrada del ovario, e- tubo polinico con punta
engrosada cercano a un 6vulo, f- ovario sin rastros de tubos polinicos. Aumentos: a, b,
barras = 10 um; ¢, d, e, barras = 5 um; f, barra = 50 um.
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Figura 12: Tubos polinicos correspondientes al cruzamiento entre 7. ochracea y T.
heptaphylla, 4 DPP (MO-F). a- tubos polinicos en estigma, b- tubos polinicos en el
estilo, ¢- tubos polinicos con engrosamientos en el estilo, d- tubos polinicos en la
entrada del ovario (ndtese la poca cantidad) e- crecimiento tortuoso de tubos polinicos y
con deposiciones anormales de calosa en el ovario f- tubo polinico penetrando por la
micropila del 6vulo. Aumentos: a, b, ¢, barras = 10 um; d, e, f, barras = 5 um.
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3- Caracterizacion de los hibridos

T. pulcherrima x T. heptaphylla

Tal como se presentd en la Tabla 1, se obtuvieron hibridos a partir del
cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla en los dos niveles de ploidia de esta
ultima especie (2x y 4x).

Los hibridos provenientes del cruzamiento entre 7. pulcherrima 'y T. heptaphylla
2x florecieron en el primer afio de cultivo al igual que los parentales. Los hibridos
provenientes del cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla (4x) florecieron
durante el segundo afio de cultivo.

El analisis del color de las flores por colorimetria permitid caracterizar los
hibridos. Los valores a y b segun el sistema Hunter de los hibridos (7. pulcherrima x T.
heptaphylla 2x) se ubicaron en posicion intermedia con respecto a los parentales,
excepto en dos individuos que presentaron un color semejante a 7. pulcherrima (Figs.
13 a'y 14). Es de destacar que dichos individuos resultaron muy promisorios desde el
punto de vista de la creacion varietal ya que combinaron las caracteristicas foliares de 7.
heptaphylla y el color de las flores de 7. pulcherrima. El valor L, indicativo de
luminosidad, result6 en los hibridos intermedio al de los parentales (Fig. 15).

Los hibridos obtenidos a partir del cruzamiento entre 7. pulcherrima y T.
heptaphylla (4x) presentaron valores de a y b cercanos a los valores del parental

masculino (Fig.13 b).
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Figura 13: Valores de a y b segun el sistema Hunter correspondientes al color de los
tubos corolinos de los hibridos y los parentales. a- hibridos derivados del cruzamiento

entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla (2x) y los parentales.

T. pulcherrima AT.

heptaphylla m hibridos. b- hibridos derivados del cruzamiento entre 7. pulcherrima y T.

heptaphylla (4x) y los parentales.

Cada valor representa el promedio de seis observaciones.

T. pulcherrima A T. heptaphylla (4x) m hibridos.
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Figura 14: Inflorescencia correspondiente a un hibrido seleccionado proveniente del
cruzamiento entre 7. pulcherrima x T. heptaphylla (2x).

No de obs

50 55 60 65 70 75 30 85 90
L ( luminosidad)

Figura 15: Luminosidad (valor L segtn el sistema Hunter) del tubo corolino de los
hibridos derivados del cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla (2x). L: T.
pulcherrima: 74.2, T. heptaphylla (2 x) 48.9.

En la Fig. 16 se presenta el aspecto general de las flores de algunos de los hibridos
obtenidos a partir del cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla (2x) y los
parentales. Se puede apreciar la variacion en color y forma de las flores provenientes de

los hibridos y la presencia de estrias en la garganta en algunos de ellos, presente en el

parental femenino (7. pulcherrima).
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Figura 16: Flores de los hibridos correspondientes al cruzamiento entre 7. pulcherrima
y T. heptaphylla (a, b, ¢, d, e, f) y los parentales: 7. pulcherrima (g), T. heptaphylla 2x
(h). Aumento: barras =1 cm.
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Debido a que en el cruzamiento 7. pulcherrima x T. heptaphylla (4x) estan
involucrados individuos con diferente tamafio genomico, los hibridos pudieron ser
caracterizados usando densitometria de flujo. En la tabla 10 se presentan los valores
numéricos que arrojaron dichos analisis, en la misma se aprecia los valores de moda y
promedio intermedios de los hibridos con respecto a los parentales. En la Fig.17 se
observan los graficos obtenidos cuando se analizaron los parentales y un hibrido

obtenido de los mismos.

Tabla 10: Valores de fluorescencia relativa (escala lineal y arbitraria) obtenida usando
densitometria de flujo correspondientes a 7. pulcherrima, T. heptaphylla (4x) y los

hibridos obtenidos.

Genotipos Moda Promedio cV'
T. pulcherrrima 21 20.73 6.06
T. heptaphylla (4x) 40 38.92 5.78
Hibrido 1 31 30.37 5.76
Hibrido 2 33 32.26 5.43
Hibrido 3 32 31.48 3.97
Hibrido 4 32 30.54 4.09
Hibrido 5 31 33.01 3.79
Hibrido 6 34 27.51 4.54
Hibrido 7 27 28.79 7.82
Hibrido 8 29 31.11 7.23
Hibrido 9 31 30.46 4.10
Hibrido 10 30 33.03 4.16

" Coeficiente de variabilidad

117



Hibridacion interespecifica

Fila: 3183 LAP 03-407
nGoaay 162131
Totnl Ocent 4300

Paak Index M
o
95714 coram PoamE oW R VRN R

eded Counk 4370 (10005 ]

cde Meen Ame  AEANOYH

g o
Count

B

on -

0

;Hj
L
50 1

T T T p———
H o0 160 200 350 300 350 400 AGD FLIGOD  parec
AR GAIH L-L.  U-L SPEED [plez] 2.08  LafF (k] 134.9
=]  FL1 5.8 lin ] "y RATE [1/5] 291
Fie: 20684 LAP D407 Pank ldex Mode Mean Area  Acaed Oy |
OR.OROF 150836 ¥ 1000 ¥ [ %3 AFT  TRan 3354
Tetad Count 3134 4183 coitsan 2 aeid 30 3000 164 B2aT 4G
Guted Count 3133 [100.00%]
i
[= ]
Ba0
Eli]
| -
1
n A
oo 3
108 41
0 " - - - - . : - : -
] w0 100 180 il 80 A00 350 400 460 FLEGOD gpames
oy GATH L-L U=k SPEED [plsz] Z.B4 LAMP (bl 1347
b | 5.8 lin ] RATE [l/x] 1%

Figura 17: Cantidad relativa de ADN obtenida por densitometria de flujo. a- T.
pulcherrima y T. heptaphylla (4x), b- hibrido (7. pulcherrima x T. heptaphylla 4x). En
la abscisa estd representada la fluorescencia relativa (escala lineal, arbitraria) y en la
ordenada la cantidad de células contadas.

En la Fig. 18 se presenta el asp

ecto de la corola de un hibrido proveniente del

cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla 4x y los parentales. Se puede

observar que el hibrido es muy seme;j

ante a 7. heptaphylla 4x (parental masculino)

aunque con estrias en la garganta del tubo corolino provenientes de T. pulcherrima.
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Figura 18: Flores de los parentales e hibrido. a- T. pulcherrima, b- T. heptaphylla (4x),
c- hibrido (7. pulcherrima x T. heptaphylla 4x). Aumento: a, b, c, barras = 1 cm.

El tamafio de las flores, expresado como el ancho y largo del tubo corolino se
presenta en la Tabla 11. Se hallaron diferencias significativas entre los parentales y los
hibridos en lo que respecta al largo del tubo corolino, siendo los valores 3.95, 4.95 y
5.64 cm para T. pulcherrima, los hibridos y T. heptaphylla (4x) respectivamente. Con
respecto al ancho no se detectaron diferencias entre los hibridos y el parental femenino

aunque si con el masculino.
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Tabla 11: Ancho y largo del tubo corolino en los hibridos derivados del cruzamiento

entre T. pulcherrima y T. heptaphylla (4x) y los parentales. Promedio y desvio estandar.

Largo (cm) Ancho (cm)
T. pulcherrima 395+0.10a 1.63+£0.20a
Hibridos 495+0.46b 1.87+0.21a
T. heptaphylla 5.64+£0.28c 2.17+0.12b

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey

(p<0.05).

La tincion utilizada para el andlisis de la viabilidad del polen de los hibridos
obtenidos permitio clasificar facilmente los granos de polen segliin en color adquirido.
El polen de color verde fluorescente intenso se consider6 viable y los que adquirieron
una tonalidad roja se consideraron inviables (Fig. 19). Los individuos hibridos

presentaron una viabilidad de polen entre 20 y 80%.

Figura 19: Viabilidad de polen de un individuo derivado del cruzamiento entre 7.
pulcherrima 'y T. heptaphylla (4 x) (MF). Aumento: barra = 10 pm.
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Figura 21: Aspecto general de la generacion segregante (F2) del cruzamiento entre 7.
pulcherrima 'y T. heptaphylla 4x a los 4 meses de cultivo. Aumento: barras = 5 cm.
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T. heptaphylla x T. alba

Los hibridos resultantes del cruzamiento entre 7. heptaphylla y T. alba
florecieron al segundo afio de cultivo.

El color del tubo corolino de las flores de los hibridos resulté en una posicion
intermedia al de los padres a partir de los valores de a y b segun el sistema Hunter (Fig.

22).
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Figura 22: Valores de a y b segun el sistema Hunter correspondientes al color de los
tubos corolinos de los hibridos derivados del cruzamiento entre 7. heptaphylla (2x) y T.

alba y los progenitores. 1. alba AT. heptaphylla m hibridos. Cada valor representa el
promedio de seis observaciones.

El tamafio de las flores, expresado como el ancho y largo del tubo corolino de
los hibridos y sus parentales se presenta en la tabla 12. Se hallaron diferencias
significativas en ambas mediciones y los valores de los hibridos resultaron intermedios
entre los padres, siendo los valores para el largo del tubo corolino de 4.41, 4.96 y 6.88
cm para 1. heptaphylla, los hibridos (7. heptaphylla x T. alba) y T. alba

respectivamente. Para el ancho, los wvalores fueron 1.60, 2.29 y 3.00 cm,

respectivamente.
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Tabla 12: Ancho y largo del tubo corolino en los hibridos derivados del cruzamiento

entre 7. heptaphylla (2x)y T. alba y los parentales. Promedio y desvio estandar.

Largo (cm) Ancho (cm)

T. heptaphylla  4.41 £0.19 a 1.60 £0.09 a
Hibridos 496+0.27b 2.29 £0.26 b

T. alba 6.88+£0.27 ¢ 3.00+£0.28 ¢

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey

(p<0.05).

En la Fig. 23 se presenta el aspecto general de las flores de algunos de los hibridos
obtenidos en el cruzamiento entre 7. heptaphylla y T. alba y sus parentales. Se
evidencia en la figura la variacion en el color y forma de las flores de los hibridos y
también en algunos de ellos la presencia de estrias en la garganta, caracteristica de T.
alba no presente en 7. heptaphylla.

Con respecto a la viabilidad del polen de los 11 hibridos que llegaron a
floracién, 5 resultaron 100% estériles, 4 presentaron una viabilidad de polen menor al
10% y solo 2 alrededor de 50%. En la Fig. 24 se puede apreciar gran cantidad de granos

de polen colapsados, signo de irregularidades producidas en la meiosis.
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Figura 23: Flores de los hibridos correspondientes al cruzamiento entre 7. heptaphylla
y T. alba (a, b, ¢, d, e, f) y los parentales: T. heptaphylla (g), T. alba (h). Aumento:
barras =1 cm.
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Figura 24: Viabilidad del polen de un hibrido obtenido a partir del cruzamiento entre 7.
heptaphylla'y T. alba (MF). Aumento: barra =5 pm.

Se comprobo la produccion de hibridos en el cruzamiento entre 7. pulcherrima 'y
T. crysotricha, ambas especies de flores amarillas. Dichas especies presentan distinto
tamafio genomico, siendo la primera diploide y la segunda tetraploide (Piazzano, 1998).
Por tal motivo se pudieron evaluar tempranamente los hibridos putativos por
densitometria de flujo. En la Fig. 25 se presenta la cantidad relativa de ADN
correspondiente a los parentales y a una planta hibrida obtenidos, siendo 20.5, 35.8 y
48.8 para T. pulcherrima, un hibrido (7. pulcherrima x T. crysotricha) y T. crysotricha,
respectivamente. De esta manera, se corrobor6 la naturaleza hibrida de los individuos
obtenidos ya que los valores de fluorescencia relativa en todos los casos analizados
fueron intermedios al de los parentales.

No se presentan los datos referidos a la produccion de frutos en la hibridacion
entre especies de Tabebuia de flores amarillas ya que no se pudo cumplimentar un

nimero minimo de cruzamientos en todas las combinaciones y direcciones.

126



Hesk Index Mooz "Moen ares ‘"!5".‘2':')-'
ST T T T R T Pl R [
caligrn|
[R LU RNEE]
a0 4
|
and
!
151 ]
|
10 J
1
[
- d 1 S
- - - ; T T T T T T |
o 5c 1067 JEG 900, 4500 900 950 400 450 FLISON - paree
PRR GAIN L-1  U-L SFEED [ples] 3.00  LAHF [h] 335.9
w1 FE1 5.8 lin o 999 RATE [les) Z
a orint
Pesk Indax Hade Maan Ara Aras$ O
4 000 35 3577  HIE 3482 349
8 2EIAE - el 3 daps 7 1385 Ehe AYE add
T
i
0
| e
RLL
s
i L)/‘L. o
} i v T T : : - - -
| i an f00 18 200 260 360 380 460 48D FLISOD padec
PAR GAIN L-L UL SPEED [ples] 3.00  LOMP [h1  336.1
1 FLL 345.8 lin 0 999 RATE  [les) =
b print
______ ey Frok ndex Moda Hean Avn  arosss Cves
e 1 1000 49 ¢354 HET BAAE 4Es
1888 19489 e z ‘Zonz 98 &7y 145 TBO L.81
Gales Cavnt 1830 1100.00%1
00 -
count
i
i
T

i

a £ 10 ann

-
L 4
"
o A R e S

C

Z0u 250 Jm 50 400 45C FLISO0  parac
FAR GAIN L-L  U-L SPEED [ulss] 3.60  LAHP E3) 3858
] FL1 35.8 Llim L] 93 RATE [1r=1 59

print

Hibridacioén interespecifica

Figura 25: Cantidad relativa de ADN obtenida por densitometria de flujo. a- T.
pulcherrima, b- hibridos (7. pulcherrima x T. crysotricha), ¢- T. crysotricha. En la
abscisa estd representada la fluorescencia relativa (escala lineal, arbitraria) y en la

ordenada la cantidad de células contadas.
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Discusion

Los resultados obtenidos probaron que existe fertilidad entre algunas especies de
Tabebuia consideradas en este estudio, y demostraron que la barrera genética entre las
mismas es baja.

Los cruzamientos entre 7. pulcherima y T. heptaphylla produjeron frutos en
ambas direcciones aunque so6lo se obtuvieron plantulas cuando 7. heptaphylla fue
utilizada como donante de polen.

La combinacion entre T. heptaphylla y T. alba produjo frutos soélo cuando T.
alba fue donante de polen, lo que indica incompatibilidad unilateral. Segun Nettancourt
(2005), dicho tipo de de incompatibilidad se presenta cominmente cuando una especie
auto-incompatible se cruza con una auto-compatible. En este estudio se comprobo que
este cruzamiento no sigue tal regla ya que ambas especies, siendo auto-incompatibles
produjeron frutos (ver Capitulo I).

Los cruzamientos entre 7. heptaphylla y las siguientes especies: 1. ochracea, T.
nodosa, T. lapacho, T. crysotricha y T. aurea, no produjeron frutos lo que sugiere una
mayor distancia genética.

Es importante destacar que 7. heptaphylla produjo hibridos con especies
simpatricas (7. pulcherrima y T. alba) lo que indica que la barrera entre cllas es
temporal ya que la floracion entre las especies no coincide siendo 7. heptaphylla de
floracién mas temprana que las otras dos. Los estudios fenéticos realizados por Rivera
(1999) agrupan T. heptaphylla y T. alba, dejando al resto de las especies de Tabebuia

alejadas de las anteriores.
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El estudio del crecimiento del tubo polinico en el pistilo basado en la afinidad
del fluorocromo azul de anilina a la calosa ha resultado efectivo para el analisis de los
eventos post polinizacion en los cruzamientos interespecificos. Tal como afirman
Dumas y Knox (1983), el estudio de la deposicion de la calosa provee informacion
acerca del didlogo que se produce entre el tubo polinico y el pistilo en el caso de los
cruzamientos interespecificos evidenciando la distancia genética entre las especies
involucradas.

En el cruzamiento entre 7. pulcherrima y T. heptaphylla y su reciproco, se
observo que los tubos polinicos detenian su crecimiento en distintos niveles del estilo lo
que indica que las barreras pre-fertilizacion no estuvieron restringidas especificamente a
un nivel en particular del mismo, sino que por el contrario pudo ser activa en varios
niveles. Shivanna (2005) menciona que las barreras previenen la fertilizacion
interrumpiendo el crecimiento del tubo polinico en un nivel determinado o en varios
niveles y sugiere entre otras posibles causas, que podria ser producido por la ausencia
de factores quimiotropicos en la micrépila.

También se observé que los tubos polinicos llegaron a los 6vulos mas
rapidamente en 7. pulcherrima x T. heptaphylla que en su reciproco. A pesar que la
cantidad de tubos polinicos que llegan a los dévulos es semejante en el cruzamiento entre
T. pulcherrima y T. heptaphylla y su reciproco, en el primer caso, los tubos polinicos
llegaron a los 6vulos mas tempranamente. Es de destacar que solo en este sentido se
obtuvieron individuos hibridos. Se podria postular que en este caso se produciria la
fecundacion antes que algin mecanismo de incompatibilidad a nivel del ovario, se haga
efectivo. Una disminucién similar en la velocidad de crecimiento en cruzamientos
incompatibles es reportada en Petunia hybrida Vilm. (Herrero y Dickinson (1981) y en

Chaenomeles japonica (Thunb.) Lindl. (Kaufmane y Rumpunen, 2002).
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En el caso de T. alba x T. heptaphylla, los tubos polinicos crecieron en forma
tortuosa sobre el estigma lo que provocd la pérdida de la direccion. Este tipo de
inhibicion del crecimiento de los tubos polinicos en el estigma es una de las barreras
mas frecuentes reportadas y se presenta particularmente cuando se cruzan especies
filogenéticamente distantes. Shivana (2005) menciona algunas posibles causas de tal
inhibicion: falta de adhesion del polen al estigma, hidratacion incompleta o ausencia de
factores en el estigma para la germinacion del polen, incapacidad del tubo polinico en
utilizar los nutrientes del estilo, escasez de nutrientes o falta de enzimas necesarias.

La identificacion de patrones diferentes de deposicion de calosa en las
combinaciones 7. pulcherrima x T. heptaphylla y T. heptaphylla x T. alba esta
indicando mecanismos diferentes de incompatibilidad. Estas anormalidades diferentes
podrian representar modificaciones en la sintesis o en la deposicion de calosa. Segiin
Williams et al. (1982), el crecimiento tortuoso formando enrollamientos en espiral
resultan de un cambio de polaridad o direccion del crecimiento de la pared del extremo
del tubo polinico y en caso de engrosamientos en la punta de los tubos polinicos (ballon
like) derivan del debilitamiento de la pared y/o de la presion osmética diferencial entre
el tubo polinico y el pistilo y es un producto de la interaccion entre ambos.

Entre los cruzamientos que no produjeron frutos, como en el caso de los
cruzamientos entre 7. heptaphylla y T. crysotricha se halloé que la incompatibilidad era
pre-cigotica. Se sugieren dos sitios de auto-incompatibilidad, uno mas pronunciado que
se produce en el nivel del estigma donde se detectd menor cantidad de granos de polen
germinados y anormalidades en el crecimiento del tubo polinico (crecimiento tortuoso)
y otro que se produce en la segunda mitad del estilo con una excesiva deposicion de
calosa. En el caso del cruzamiento entre 7. heptaphylla y T. ochracea y su reciproco, se

observo que en las dos direcciones 10 % de los tubos polinicos llegaron a los ovarios
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pero en la primera direccion, éstos llegaron mas rapidamente. Es interesante aclarar que
en los cruzamientos exitosos, es decir aquellos donde se obtuvo descendencia, la
velocidad de crecimiento de los tubos polinicos fue mayor que en los no exitosos tal
como reportaron Herrero y Dickinson (1981) en P. hybrida.

La caracterizacion de la presencia de barreras pre-cigéticas para la hibridacion
interespecifica en el género Tabebuia llevada a cabo en este trabajo, permitira establecer
estrategias que permitan superarlas de manera racional y eficiente. Muchas técnicas se
han propuesto para ello, tales como polinizacion en pimpollo, corte de estilo y posterior
polinizacion, injerto de estilo, polinizacion in vitro, uso de mezcla de polen compatible
e incompatible (mixed pollen) o polen compatible inactivado por irradiacion pero ain
capaz de germinar (mentor pollen), tratamientos quimicos, etc. (Van Tuyl y De Jeu,
2005). Se continuara trabajando en la evaluacion y seleccion de la técnica mas
apropiada a aplicar en aquellos cruzamientos abordados en esta tesis que no produjeron
frutos.

La caracterizacion morfologica de cada uno de los hibridos tal como color de los
tubos corolinos y tamafio de las flores no solo permitid confirmar su naturaleza hibrida,
sino también la efectividad de la polinizacion, debido a que dichas caracteristicas
resultaron intermedias en los hibridos con respecto a los parentales. La escasa
bibliografia que hace referencia a la posibilidad de hibridacion entre distintas especies
de Tabebuia no la verifica por ningun método. Bittencourt (2003) sélo da valores de
germinacion de las semillas hibridas putativas y Gentry (1992) sélo sospecha la
posibilidad de hibridacion interespecifica entre especies de Cuba debido a que encuentra

dificultades taxonomicas.
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Asimismo, la obtencion de estos hibridos puede contribuir para elucidar
problemas de tipo taxonémico que actualmente se estan investigando como es el caso de
la nueva especie 7. aguaraguensis propuesta por Zapater y Califano (com. pers.).

Desde el punto de vista del mejoramiento de Tabebuia la obtencion de hibridos
en estas combinaciones fue de sumo interés por la variacion obtenida especialmente en
lo que se refiere a la coloracion de las flores. Asimismo, la fertilidad en algunos
ejemplares permiti6 la obtencion de una generacion segregante.

La capacidad de florecer en estados tempranos del desarrollo previamente
encontrado en T. heptaphylla pudo ser transferida a los hibridos. Esta caracteristica
permitié seleccionar individuos en el primer y/o segundo afio de cultivo. Esos
individuos fueron clonados y actualmente estin siendo evaluados para la posible
produccion comercial. Estos clones y la seleccion de futuros clones en las generaciones
segregantes, permitiran formar una serie comercial de variedades que se sumaran al clon

Sorpresa Rosa-INTA (ver Anexo II).
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Propagacion de clones selectos de 7. heptaphylla por

injertos: influencia del porta-injerto.

Capitulo IV
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Introduccion

La propagacion vegetativa constituye una etapa esencial en la multiplicacion
masiva de clones selectos. Entre otros métodos, el enraizamiento de estacas es el
método mads comunmente usado para la clonacion de especies lefiosas aunque en
muchos casos la clonacion por injertos es utilizada.

El objetivo principal de aplicar la técnica de injerto es propagar clones selectos
que no pueden ser propagados facilmente por otras técnicas de propagacion asexual.
También, es posible obtener otros beneficios de ciertos porta-injertos como renovar
cultivares de cultivos ya establecidos, acelerar la madurez reproductiva, obtener formas
especiales de crecimiento de las plantas y estudiar enfermedades virales (Hartman,
1997).

Sax (1950) recomienda este método para la produccion de plantas ornamentales
lefiosas y puntualiza sus efectos en los habitos de crecimiento. Sin embargo, los reportes
sobre el tema son escasos y la informacion disponible se limita especialmente a los
arboles frutales (Smith ef al., 2003; Stenzel et al., 2003) y también ha sido usada con
éxito en rosas (Ohkawa, 1986; Cid et al., 1989). Al presente, no hay informacion acerca
del uso de esta técnica para la clonacion de especies de Tabebuia.

Debido a que T. heptaphylla es una especie de dificultoso enraizamiento, se
estudio la posibilidad de su clonacion a partir de la técnica de injerto.

En este capitulo se presentan los resultados de los ensayos experimentales
realizados en dos clones selectos de 7. heptaphylla y su relacion con cuatro porta-

injertos.

Objetivo general
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Determinar la factibilidad del injerto como método de propagacion de genotipos

selectos de Tabebuia.

Objetivo parcial

Seleccionar un porta-injerto que mantenga las caracteristicas de los clones
seleccionados de 7. heptaphylla, entre ellos el mantenimiento de la capacidad de

florecer en estados tempranos del desarrollo luego del injerto de los mismos.

Materiales y métodos

Se utilizaron como porta-injerto plantas de un afio de cultivo provenientes de
semillas. Se utilizaron tres entradas de 7. heptaphylla: hept 1 (genotipo sin la capacidad
de florecer en estados tempranos del desarrollo), hept 2 (genotipo seleccionado por
florecer en el primer afio de cultivo), hept 3 (genotipo con floraciéon a los 3 afios de
cultivo) y una entrada de 7. impetiginosa, imp 1 (genotipo sin floracion en estados
tempranos del desarrollo).

Se utilizaron como puas dos clones de T. heptaphylla, los cuales fueron
seleccionados por florecer en el primer afio de cultivo (A y B) y se utilizé un clon sin
dicha caracteristica como testigo (C).

A mediados de febrero de 2002, se procedid a la realizacion de los injertos.
Estos fueron de pua terminal. Se utilizaron puas desfoliadas de 2 cm con un nudo a las
cuales se les hizo un corte basal en bisel; luego se adosaron al porta-injerto, el cual fue

hendido en su parte central. Se puso en contacto el cambium del porta-injerto con el de
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la pua y se colocéd ajustadamente una cinta de injertar (Fig. 1). La pua fue mantenida
cubierta con un film por al menos 20 dias. El material injertado se colocd en
invernaculo bajo una malla de sombreo del 80% (saram).

Los clones A, B, y C fueron injertados en los porta-injertos heptl, hept 2, hept 3

e imp 1. Se consideraron 10 plantas para cada combinacion.

Figura 1: Secuencia correspondiente al injerto de pua terminal en 7. heptaphylla. a-
pua, b- detalle corte basal de la pua, c- detalle lateral de la ptia, d- corte del porta-injerto
y ubicacion de pua, e-fijacion porta-injerto y ptia con film. Aumentos: a, b, ¢, barra =
0.5 cm; d, barra =2 cm; e, barra = 5 cm.

Se evaluaron las siguientes caracteristicas: (i) cantidad de plantas florecidas en el

primer ciclo de cultivo, (ii) periodo a floracion, (iii) altura de las plantas en plena

floracion y (iv) crecimiento vegetativo post- floracion. Se relevo también la cantidad de
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plantas florecidas en el segundo ciclo de cultivo, el nimero de inflorescencias por planta
y el largo del tubo corolino (20 flores por combinacion).

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa Estatistica version 6.1

Stat Soft®.

Resultados

La aplicacion de la técnica de injerto para la propagacion de T. heptaphylla fue
exitosa ya que se obtuvieron plantas en el 91.7 % de los injertos realizados en las
combinaciones analizadas y no se observaron sintomas externos de incompatibilidad

entre el porta-injerto y los clones injertados (Fig. 2).

Figura 2: a- Aspecto general del material injertado de 7. heptaphylla a los 30 dias de
realizado el mismo, b- detalle de la unién entre el porta-injerto y la pta a los 2 meses de
realizado en injerto. Aumentos: a, barra =5 cm; b, barra =1 cm.

El porcentaje de plantas que llegaron a plena floracion vario entre 30 y 100 %
cuando los clones A y B fueron utilizados como puas (Tabla 1). El clon A presento
mayor porcentaje de floracion que el clon B en todos los porta-injertos evaluados. El

77.8-100 % de las plantas florecieron cuando hep 2, hep 3 ¢ imp 1 fueron utilizados
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como porta-injerto, cuando el clon fue injertado sobre hep 1 solo florecieron el 62.5 %
de las plantas. Los clones A y B florecieron dentro de los seis meses de realizado el
injerto. El clon C (control) no llegd a floraciéon en ninguno de los porta-injertos

evaluados (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto del propagacion a través de injerto en la floracion de tres clones de 7.

heptaphylla.
Clones Pie Plantas  Plantas  Dias a floracion Alturaa Plantas florecidas
(N°)  florecidas (prom £SD)  floracion  en el segundo
(N°) (cm) ciclo (N°)
A hep. 1 8 5(62.5) 170.4£6.9 284 a 5(62.5)'
hep. 2 9 9(100.0) 160.6=10.9 36.2a 9 (100.0)
hep. 3 9 7(77.8) 145.0+12.9 329a 6 (66.7)
imp. 1 8 7(87.5) 157.1£16.2 372 a 7 (87.5)
B hep. 1 10 3(300) 169.3+6.5 37.7ab  4(40.0)
hep. 2 10 7(70.0) 167.6%5.7 354a 8 (80.0)
hep. 3 9 6 (66.7) 152.7+4.1 45.8 be 7(77.8)
imp. 1 10 4 (40.0) 170.3+6.3 51.0c 6 (60.0)
C hep. 1 0000 T o -
hep. 2 10 0 (0.0) _ _ -
hep. 3 8 0 (0.0) _ _ -
imp. 1 9 0 (0.0) _ _ -
"porcentaje

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas segun el test de Duncan
(p<0.05).

La altura a floracion no mostrd diferencias significativas cuando el clon A fue
injertado en los cuatro porta-injertos. En el clon B, la altura que las plantas presentaban
en plena floracion fue menor cuando se usaron como porta-injertos hept. 1 y hep. 2

(Tabla 1).
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En el segundo ciclo de cultivo se relevaron la cantidad de plantas florecidas y se
observo la misma tendencia que en la primera observacion.

Las caracteristicas ornamentales tales como largo del tubo corolino y niimero de
inflorescencias por planta fueron similares en algunas combinaciones excepto en el caso
del clon A en donde el tubo corolino fue mas largo cuando éste fue injertado sobre hep.

2y hep. 3 (Tabla 2).

Tabla 2: Longitud del tubo corolino y numero de inflorescencias por planta en el clon A

y B de T. heptaphylla.

Porta-
. Long del tubo corolino (cm) Inflorescencias /planta N°
injerto/
Clon A Clon B Clon A Clon B
clon
hep. 1 4.52a 479 a l4a 13a
hep. 2 495D 497a 1.7a l4a
hep. 3 479D 490a 1.8a 1.3a
imp. 1 4.69 a 4.50a l.6a 1.3a

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey (p<

0.05).

El crecimiento vegetativo medido como la altura de las plantas luego de la
floracion se presenta en la Tabla 3. Los datos obtenidos a los 7 meses de realizado el
injerto (septiembre) demostraron que el clon A produjo plantas mas compactas sobre los
cuatro porta-injertos evaluados. Con respecto a la altura de las plantas a los 10 meses de
cultivo (diciembre), las plantas mas bajas fueron obtenidas cuando el clon A fue
injertado sobre hept. 1 y hept. 2 y en el caso del clon B, cuando fue injertado sobre hept.

2.
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En la Fig. 3 se presenta el clon A sobre los cuatro porta-injertos evaluados a los

6 meses de realizado el injerto.

Tabla 3: Efecto del propagacion a través de injerto en el crecimiento vegetativo de tres

clones de T. heptaphylia.

Clones Pie Altura de la planta (cm)
3-sep. 12-nov. 18-dic.
A hep. 1 32.7a 409 a 52.8a
hep. 2 37.5a 48.6 ab 71.0 ab
hep. 3 35.0a 71.3 cde 105.1d
imp. 1 38.0 ab 57.6 bed 95.0 cd
S B hep. 1 580c 73.0de  92.7cd
hep. 2 559¢ 57.0 be 639 a
hep. 3 53.5¢ 64.6 cd 84.0 bc
imp. 1 48.8 bc 59.6 bed 68.1 ab
"""" C  hep.1  488bc  806e  110.7d
hep. 2 53.5¢ 65.6 cd 69.8 ab
hep. 3 48.7 be 60.9 bed 83.6 be
imp. 1 524c¢ 72.5 de 95.6 cd

Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas segun test de Tukey (p<

0.05).
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Figura 3: Aspecto general del clon A de 7. heptaphylla en los cuatro porta-injertos
evaluados a los 6 meses de realizado el injerto. Aumento: Barra =5 cm.

Discusion y conclusiones

Se obtuvieron plantas en el 91.7 % de los injertos realizados en las
combinaciones analizadas y no se observaron sintomas externos de incompatibilidad lo
que sugiere que el método de injerto fue valido para la propagacion de clones selectos
de T. heptaphylia.

Hep 2 resulto ser el porta-injerto mas apropiado para la produccién en maceta ya
que el crecimiento de los clones seleccionados fue menos vigoroso que en los otros
porta-injertos considerados, lo que permite obtener plantas mas compactas. Ademas
sobre dicho porta-injerto, el 100% y 70-80% de las plantas correspondientes a los
clones A y B respectivamente florecieron. Esto concuerda con lo observado por
Brennan et al. (1998) en Leucaena Benth donde se demuestra que los porta-injertos

afectaron el crecimiento vegetativo de clones selectos.
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Los clones A y B florecieron cuando eran injertados en los cuatro porta-injertos
evaluados, el clon C (control) no florecié en ninguno de ellos. De estos resultados se
deduce que la capacidad de florecer en estados tempranos del desarrollo de los porta-
injertos hep. 2 y hep. 3 no fue transferida al clon C.

Se puede concluir que la forma compacta y la capacidad de florecer en estados
tempranos del desarrollo del clon A no se alteraron por la técnica de clonacion
evaluada, aunque la combinacion con hept. 2 produjo mayor numero de plantas con

flores.
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Conclusiones finales y perspectivas
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La presente tesis permitié abordar aspectos relativos a la auto-incompatibilidad y
la compatibilidad interespecifica en el género Tabebuia, y avanzar en los estudios de la

caracterizacion y mecanismos de accion de ambas.

Las principales conclusiones son las siguientes:

v" Se comprob¢ la existencia de un sistema de auto-incompatibilidad, que
opera en las tres especies estudiadas: 7. heptaphylla, T. alba y T.
pulcherrima. El sistema de auto-compatibilidad pudo ser categorizado
como de accion tardia (late acting self-incompatibility) al comprobarse
que los tubos polinicos crecen hasta el ovario en los pistilos auto-
polinizados.

v" La homogeneidad en la abscision de los pistilos y en el estado de
desarrollo del endosperma previo a la abscision permitieron confirmar
que se trata de un sistema de auto-incompatibilidad y no de depresion por
endogamia.

v" En la auto-polinizacion de las tres especies, se comprobo la eficiencia de
la doble fecundacion. Sin embargo, la abscision de los pistilos, que se
produce entre los 4 y 8 DPP, (segiin la especie) puso en evidencia la
auto-incompatibilidad de los cruzamientos.

v" En la polinizacién cruzada y en la auto-polinizacion, durante el periodo
de 4-8 dias que siguen a la doble fecundacion, el endosperma inicia su
desarrollo. La orientacion de las paredes en las primeras divisiones y el
origen de los haustorios, permiten caracterizar la endospermogénesis

como de tipo Parmentiera en la clasificacion de Govindu.
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v' En las tres especies, el estado de endospermogénesis mas avanzado que
se encontrd en el momento de la abscision de los pistilos, fue el de 8-
células. Hasta ese estado, el cigoto permanece indiviso.

v' Se detectd que la velocidad de crecimiento de los tubos polinicos es
diferente segun se trate de auto-polinizacion (los tubos polinicos llegan a
los 6vulos a los 2 DPP) o de polinizacion cruzada (los tubos polinicos
llegan al 6vulo 3 o0 4 DPP, variando segun la especie).

v" Por induccion de poliploidia se obtuvo variacion genética en el género
Tabebuia. Los genotipos tetraploides cuando se los compara con su
contraparte diploide, resultaron de menor altura y el color de sus hojas
fue mas intenso. Se obtuvieron individuos triploides estériles a partir del
cruzamiento de individuos diploides con tetraploides. Dichos materiales
ameritan futuras evaluaciones considerando la posibilidad de obtener
variedades que presenten mayor longevidad floral.

v" Se confirm6 la ruptura de la auto-incompatibilidad en los individuos
tetraploides de 7. heptaphylla.

v' Se establecid la aptitud combinatoria en el género Tabebuia; se
obtuvieron hibridos en los siguientes cruzamientos: 7. pulcherrima x T.
heptaphylla (2x), T. pulcherrima x T. heptaphylla (4x); T. heptaphylla
(2x)x T. albay T. pulcherrima x T. crysotricha.

v" Se comprobo la existencia de incompatibilidad unilateral en el
cruzamiento entre 7. heptaphyllay T. alba.

v" Se determind que los mecanismos de incompatibilidad interespecifica

operan previo a la fecundacion (mecanismos pre-cigoticos).
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v" Los estudios relativos a la propagacion de clones selectos de T.
heptaphylla permitieron afirmar que el método de injerto es valido ya
que mantiene las caracteristicas de los clones especialmente en lo

relativo a la capacidad de florecer en el primer ciclo de cultivo.

Otras conclusiones menores, que continuan en estudio:

En T. heptaphylla:

v" En los tubos polinicos se reportan dos patrones de deposicion de calosa,
diferentes seglin se trate de auto-polinizacion o de polinizacion cruzada.
En los tubos polinicos crecidos en pistilos auto-polinizados, los tapones
fueron mas frecuentes y de mayor tamafio.

v" El contenido de P, S, K y Ca en las papilas estigmdticas y en el polen
adherido a las mismas es diferente, segliin se trate de auto-polinizacion o

de polinizacion cruzada.

En T. heptaphylla, T. alba y T. pulcherrima:

v" Se caracterizé el estigma como de tipo humedo, de acuerdo a la
clasificacion de Heslop Harrison y Shivana.

v" Se estudio las caracteristicas histologicas de los tejidos del estigma y del
estilo asociados al crecimiento del tubo polinico y el proceso de

secrecion de los exudados.
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v" Se detectd la ocurrencia de un proceso de autofagia operando en las
papilas de las ramas estigmaticas en el momento de la antesis. De este
modo se reporta un programa de muerte celular programada en tejidos

florales.

Estos estudios han enriquecido el plan de mejoramiento del género Tabebuia que
se lleva a cabo en el Instituto de Floricultura INTA-Castelar debido a que se obtuvieron
materiales con interés ornamental (plantas poliploides, hibridos interespecificos) y se ha
generado informacion basica relativa a la biologia reproductiva. Ambos hechos aportan
valiosas herramientas para encarar nuevas estrategias. En efecto, al confirmar que las
barreras a la hibridacion interespecifica operan a nivel pre-cigotico, se pueden
seleccionar técnicas para sortearlas como polinizacion en estado de pimpollo, corte del
estilo seguida de polinizacion, injerto de estilo, polinizacion in vitro, etc. La
confirmacion de que los hibridos obtenidos florecen en estados tempranos de desarrollo

posibilita la obtencidn de nuevas variedades de valor ornamental.
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El material utilizado en esta tesis forma parte de la coleccion del género
Tabebuia que se conserva in vivo en el Instituto de Floricultura (IF), INTA Castelar.

La coleccion se mantiene en invernaculo con control de temperatura minima
(15° C). La propagacion del material se realizd a través de injertos (ver Capitulo IV).
Se realizan periddicamente tareas de mantenimiento de la coleccion tales como podas,
cambio de sustrato y realizacion de nuevos injertos para rejuvenecimiento del material.

La codificacion del material proveniente de las recolecciones estd formada por
un numero compuesto por el afio, el mes y el dia de recoleccion, seguido de una letra
que estd asociada a la parada (coédigo de ubicacion o parada), terminando con un
numero correlativo relacionado a cada colecta en dicha parada. Ejemplo: si se realiza un
viaje de recoleccion el dia 3 de enero de 2006 y en la primera parada se recolectan 2
entradas. Los codigos asignados serian: 20060103A1 y 20060103A2, la siguiente
parada llevaria el codigo 20060103B, siguiendo los niimeros correlativos de acuerdo a
las entradas incorporadas en esa parada y asi sucesivamente.

Los datos de pasaporte relativos a toda la coleccion asociados a los niimeros
antes mencionados se encuentran en la base de datos BG-BASE del IF y esta disponible
para la comunidad cientifica.

La codificacion del material en proceso de mejoramiento, es decir luego de la
realizacion de cruzamientos, seleccion, poliploidizacion, etc. esta formado por un
nimero compuesto por el afio, el mes y el dia, seguido de la letra “X” indicando que fue
cosechado/seleccionado en el IF; finalmente tiene un nimero de orden correlativo.
Ejemplo: se selecciona una planta por determinadas caracteristicas el dia 3 de enero de
2006, dicha planta tendra la codificacion. 20060103x1. Los datos relativos a los
materiales en proceso de mejoramiento siguen esta codificacion y estdn disponibles en

un libro foliado.

149



Anexo I

Todo el proceso que se lleva a cabo en el area de Mejoramiento del IF, tal como
recoleccion de germoplasma, caracterizacion, mejoramiento, evaluacion y propagacion,

esta bajo un sistema de gestion de la calidad seglin la Norma ISO 9001 (ISO, 2000).

Tabla 1: Entradas de Tabebuia utilizadas en los cruzamientos realizados en el Capitulo

I.

Taxon Cadigo Lugar  Colector o Observaciones’

mejorador

T. heptaphylla  20010815x9 PM-IF KA, GF Floracion profusa en ETD
T. heptaphylla  20010813x25 PM-IF KA, GF, SS Floracion profusa en ETD
T. heptaphylla  20010813x26 ~ PM-IF KA, GF, SS Floracion profusa en ETD
T. pulcherrima 20010927F2  Misiones KA, GF Floracion profusa
T. pulcherrima 20010927A1 Misiones KA, GF Floracion en ETD
T. alba 2001092511  Misiones KA, GF Floracion profusa

T. alba 2001092514  Misiones GF, SS Floracion profusa

! Se indican los principales motivos de la recoleccion o seleccion dentro del plan de
mejoramiento de Tabebuia.

KA Ken-ichi Arizumi; GF Gabriela Facciuto, SS Silvina Soto

PM-IF: Material obtenido a partir del Plan de Mejoramiento del Instituto de
Floricultura.

ETD: estados tempranos del desarrollo.
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Tabla 2: Entradas de Tabebuia utilizadas en los cruzamientos realizados en los

Capitulos 11 y I11.
Taxoén Cadigo Lugar Colector o Observaciones’
mejorador
T. heptaphylla ~ 20010815x9 PM-IF KA, GF  Floracion profusa en ETD.
T. hetaphylla 20020527x2 PM-IF GF Genotipo tetraploide
T. hetaphylla 20010813x25 PM-IF GF Floracion profusa en ETD
T. pulcherrima ~ 20010927F2 Misiones KA, GF  Floracion profusa
T. pulcherrima  20010927A1 Misiones KA, GF  Floracion en ETD
T. alba 2001092514 Misiones KA, GF Compacidad
T. alba 20010926B1 Misiones KA, GF Floracion en ETD
T. alba 2001092511 Misiones KA, GF Floracion profusa
T. alba 2001092514 Misiones KA, GF Floracion profusa
T. ochracea 20000927G1 Salta KA, GF Compacidad
T. nodosa 20051208B1 Salta GF, SS Floracion en ETD
T. lapacho 20000927F2 Salta KA Flores grandes
T. crysotricha 20001110x4 PM-IF KA, GF Floracion profusa
T. aurea 20000923E1 Formosa KA Floracion en ETD

"Se indican los principales objetivos de la recoleccion o seleccion dentro del plan de

mejoramiento de Tabebuia.

PM-IF: Material obtenido a partir del Plan de Mejoramiento del Instituto de

Floricultura,

KA Ken-ichi Arizumi; GF Gabriela Facciuto, SS Silvina Soto.

ETD: estados tempranos del desarrollo.
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Tabla 3: Entradas de Tabebuia utilizadas en los cruzamientos realizados en el Capitulo

Iv.

Taxoén Cédigo Lugar Observaciones’

T. heptaphylla comercial San Pedro Porta-injerto (hept. 1)
T. heptaphylla 200108158 PM-IF Porta-injerto (hept. 2)
T. heptaphylla 20010814x5 PM-IF Porta-injerto (hept. 3)
T. impetiginosa comercial PM-IF Porta-injerto (imp. 1)
T. heptaphylla 20010815x9 PM-IF  Pua (clon A) floraciéon en ETD
T. heptaphylla 20020527x2 PM-IF  Pua (clon B) floracion en ETD

T. heptaphylia comercial San Pedro Pta (clon C) sin floracion en ETD

PM-IF: Material obtenido a partir del Plan de Mejoramiento del Instituto de
Floricultura.
ETD: estados tempranos del desarrollo.

! Codificacion y caracteristicas del material.
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Anexo 11

Se presenta en este anexo el descriptor elaborado para el género Tabebuia y los
datos del clon seleccionado “Sorpresa Rosa INTA” a los fines de su inscripcion en el
Registro Nacional de Cultivares, INASE.

Para obtener un Titulo de Propiedad, la nueva variedad debe reunir los siguientes
requisitos: debe ser diferente, homogénea y estable, debe cumplir con la condicion de
novedad (comercial) y debe contar con una denominacion adecuada. Tanto la
informacion que se solicita como el andlisis de la misma tienden a verificar el

cumplimiento de estas condiciones y requisitos (http://www.inase.gov.ar/tikiwiki/tiki-

index.php?page=inscRNPC).

Se debe demostrar que la variedad a presentar es diferente a todas las que estan
en el mercado en, al menos, una caracteristica. También debe presentar estabilidad
genética, es decir no manifestar cambios en las sucesivas multiplicaciones.

Para cumplimentar estos requisitos se deben completar los siguientes
documentos:

1- Declaracion Jurada de solicitud de inscripcion;

2- Anexo I, Datos del Solicitante.

3- Anexo II: Descripcion de la variedad;

4- Anexo III: Fundamentacion de la Novedad;

5- Anexos IV a, IV b y IV c: correspondientes al pocedimiento para el

mantenimiento de la pureza varietal; origen genético-método de obtencion e

historia del mejoramiento de la variedad; y condicion OGM de la variedad,

respectivamente.
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Descriptor Tabebuia: "Sorpresa Rosa INTA"

1. Planta

1.1 Forma de la planta

2 1. arborea

1.2 Habito de crecimiento

1 1. vertical
4. semi-horizontal

1.3 Forma de la copa

1 1.circular
4. rectangular

1.4 Altura de la planta (primera floracion)

2. Hojas

2.1 Limbo

2

2.2 Numero de foliolos

2.3 Forma de los foliolos

1. enana (< 30 cm)
2 3. pequefia (60 cm-1m) 4. mediana (1-2m) 5. alta (> 2m)

1. entero 2. lobado

3 1.1 2.entre2y5

2. arbustiva

2. semi-vertical 3. horizontal

2. piramidal 3. eliptica

5. piramidal invertida

2. semi-enana (30-60 cm)

3.entre6y7 3. masde?7

3 1. ovados 2. lanceolados 3. elipticos
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2.4 Margen de los foliolos

2 1. enteros 2. levemente aserrados 3. muy aserrados

2.5 Longitud (foliolo central)

2 1. corto (< 5 cm) 2. medio (5-10 cm) 3.largo (10-15 cm)
4. muy largo (>15 cm)

2.6 Ancho (foliolo central)

2 1. angosto (>3 cm) 2. medio (3-5cm) 3. ancho (> 5 cm)

2.7 Forma del apice (foliolo central)

1. redondeado 2. levemente acuminado
3 3. acuminado 4. muy acuminado

2.8 Antocianinas en la cara adaxail (en hoja joven)

1. ausentes 2. medio 3. abundantes

2.9 Presencia de tricomas (pelos)

1 1. poco 2. medio 3. abundante

2.10 Color de la cara adaxial

2 1. verde claro 2. verde medio 3. verde oscuro

2.11 Color de la cara abaxial

2 1. blanco verdoso 2. verde claro 3. verde medio
4. verde oscuro

2.12 Variegado

1 1. ausencia 2. presencia
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2.13 Forma de la hoja

2 1. ovada 2. lanceolada 3. eliptica

2.14 Forma del corte transversal de una hoja

1 1. céncavo 2. plano 3. convexo

2.15 Brillo en la cara adaxial

1 1. ausente 2. poco 3. medio
4. fuerte

2.16 Peciolo (longitud)

1. corto (> 4 cm) 2. media (4-8 cm) 3. largo (> 8 cm)

3. Inflorescencia

3.1 Numero de flores por inflorescencia
1. muy pocas (1-10) 2. pocas (11-20) 3. media (21-30)
4 4. muchas (>30)

3.2 Forma (solamente variedades con mas de seis flores por inflorescencia)

1 1. eliptica 2. redondeada 3. conica

4. Caliz

4.1 Presencia de tricomas

2 1. ausencia 2. poco 3. medio
4. mucho (abundante)

4.2 Color (sin tricomas)
1. verde 2. verde rojizo 3. rojo
3 4. rojo verdoso
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4.3 Apice del 16bulo del caliz

5. Corola

1. truncado 2.obtuso 3. agudo

5.1 Longitud del tubo floral (Fig.1)

1. corto (<4 cm) 2. mediano (4-6 cm) 3. largo (6-8 cm)
4. muy largo (>8 cm)

5.2 Ancho del tubo (Fig.1)

1. angosto (< 1 cm) 2. medio (1-2cm) 3. ancho (> 2 cm)

5.3 Diametro (Fig. 1)

(A)

(B)

5.4 Fragancia

5.5 Tipo

1. muy angosto (<2 cm) 2. angosto (2-3 cm) 3. mediano(3-4 cm)
4. ancho (4-5 cm) 5. muy ancho (>5 cm)

1. muy angosto (<2 cm) 2. angosto (2-3 cm) 3. mediano(3-4 cm)
4. ancho (4-5 cm) 5. muy ancho (>5 cm)

1. ausente 2. medianamente perfumada
3. muy perfumada

1. simple 2. doble

5.6 Numero de pétalos (solamente variedad con corola doble)

1. pocos (<5) 2. medio (5) 3. muchos (>5)

5.7 Contorno de los margenes

1. liso 2. levemente ondulado
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3. ondulado 4. muy ondulado

5.8 Color del dorso del tubo en la parte central

7 0 | B
RHS Colour Chart (indicar nimero de referencia)

5.9 Color de los l6bulos superiores

7 0 |[B

RHS Colour Chart (indicar nimero de referencia)

5.10 Color de los 16bulos inferiores

RHS Colour Chart (indicar numero de referencia)

5.11 Color predominante de la garganta

0 9 | A RHS Colour Chart (indicar numero de referencia)

5.12 Pureza del color predominante de la garganta

2 1. poco 2. medio 3. mucho

6. Pistilo

6.1 Largo en relacion a los estambres

1. corto 2. igual 3. largo

7. Ciclo

7.1 Persistencia de las hojas

3

1. caducifolia 2. semicaducifolia 3. perennifolia

7.2 Tiempo a la primera floracion

1. muy temprano 2. temprano 3. mediano
1 4. tardio 5. muy tardio
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1. nula

4. fuerte

Largo del tubg| ﬂgral
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2. débil 3. media

Diametro A

Diametro B

Figura 1: Medidas de las flores de Tabebuia. Dibujo: Angélica Marino.
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