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Maria Silvina Soto

Estudios de las relaciones interespecificas en el género Nierembergia, como
herramienta del mejoramiento.
Resumen

Antecedentes y objetivos: Esta tesis forma parte del programa de mejoramiento genético en
el género Nierembergia, que iniciara en 2002 en el Instituto de Floricultura de INTA. Los
objetivos generales que propuse al iniciarla, fueron: (i) conocer la compatibilidad
interespecifica entre las especies nativas de valor ornamental y (ii) obtener hibridos
interespecificos como fuente de variacion en el mejoramiento.

Material y Métodos: En primer lugar se buscé establecer el grado de cercania entre ocho
especies del género Nierembergia: N. aristata, N. browalloides, N. calycina, N. ericoides,
N. micrantha, N. linariaefolia var. linariaefolia, N. scoparia, N. veitichii en un anélisis
filogenético con los datos obtenidos usando el gen rp/l4 y los espacios intergénico (IGS)
trnK y trnL,, como marcadores moleculares. En estas mismas especies se realizaron
cruzamientos dirigidos aplicando polinizacion artificial seguida del estudio de la
germinacion de los granos de polen sobre el estigma y el crecimiento de los tubos polinicos
a lo largo de los pistilos. Esto tltimo permitié establecer la relacion Estigma-Polen/Estilo-
Tubo polinico (EPET) entre todas las especies consideradas. Con el fin de estudiar las
barreras post fertilizacion tanto en los cruzamientos compatibles como en los
incompatibles, se estudié del desarrollo del endosperma y del embrién. Finalmente se
caracterizaron los hibridos interespecificos.

Resultados claves y Conclusiones: El anilisis filogenético revel6 la formacién de tres sub-
clados N. veitichii-N. aristata, N. linariaefolia-N. micrantha y N. scoparia-N. ericoides La
distancia filogenética entre las especies que integran cada uno de ellos, fue corroborada por
el andlisis de compatibilidad interespecifica, y por los resultados de los estudios de
endospermogénesis y embriogénesis. La combinacion entre N. ericoides y N. scoparia
resultdé compatible, presentdndose como Optima para la obtencion de hibridos
interespecificos. En este género, el andlisis filogenético utilizando los genes el gen rpll4 y
los espacios intergénico (IGS) #7nK y trnl. constituye una herramienta del mejoramiento
que permite predecir la compatibilidad interespecifica y consecuentemente obtener
hibridos estables.

Palabras claves: Nierembergia, Solanaceae, hibridacién interespecificos, relacion
Estigma-Polen/-estilo-Tubo polinico, filogenia, embriogénesis, endospermogénesis;
rpl14;(IGS) trnK; trnL.
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Interspecific relationship studies in the genus Nierembergia as a tool for genetic
improvement.

Abstract

Backgrounds and aims: This study is part of the Genetic Improvement Program for the
genus Nierembergia that commenced in 2002 in the Instituto de Floricultura of INTA. The
general objectives that I proposed upon initiating it were: (i) determine interspecific
compatibility between native species with ornamental value; and (ii) obtain interspecific
hybrids as a source of variation in the improvement.

Material and Methods: The first step was to establish the degree of proximity among eight
species from the genus Nierembergi: N. aristata, N. browalloides, N. calycina, N.
ericoides, N. micrantha, N. linariaefolia var. linariaefolia, N. scoparia, N. veitichii in a
phylogenetic analysis with data obtained using the gen rp//4 and the intergenetic spacers
(IGS) #nK and #rnL, as molecular markers. In these species, directed crossings were
carried out for both pollen germination (on the stigma) and pollen tube growth (along the
pistils). The latter allowed for establishment of the relationship Stigma-Pollen/Style-Pollen
tube (SPST) in all of the crossings. Endosperm and embryo development were analyzed in
order to study the post-fertilization barriers in both the compatible and incompatible
crossings. Finally, the characteristics of the interspecific hybrids obtained were described.
Key Results and Conclusion: Phylogenetic analysis revealed the formation of three
subclads: N. veitichii-N. aristata, N. linariaefolia-N. micrantha and N. scoparia-N.
ericoides. The conclusions reached concerning the phylogenetic distance between the
species that integrate each one of these was coincided with that from both compatibility
and embryological studies. The combination between N. ericoides and N. scoparia was
compatible, allowing production of interspecific hybrids. In this genus, phylogenetic
analysis using the gene 7p/14 and the intergenetic spacers (IGS) #nK y trnL constitutes a
tool for genetic improvement that permits the prediction of interspecific compatibility and,
consequently, obtainment of stable hybrids.

Key Words. Nierembergia, Solanaceae, interspecific hybridization, relationship Stigma-

Pollen/Style-Pollen tube, phylogenetic, endosperm and embryo development;

rpl14;(IGS) trnK; trnL.
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INTRODUCCION GENERAL

Taxonomia del género Nierembergia.

La familia Solanaceae Adans., cuenta con 92 géneros y 2300 especies. Muchos de
los miembros de esta familia son fuentes de recursos para la industria farmacéutica, tal es
el caso de Nicotiana L., Datura L. y Atropa L., asi como también otros miembros son
importantes fuentes de alimento como: Capsicum L., Lycopersicum Hill., Physalis L.y
sobre todo Solanum L. Otro uso encontrado en muchos de sus géneros es el ornamental, en
el cual se incluyen géneros como: Brunfelsia L., Cestrum L., Nierembergia Ruiz & Pav.,
Petunia Juss., Physalis, Solanum entre otros (Hunziker, 2001; Judd ef al. 1999).

La familia Solanaceae se divide en 6 subfamilias: Cestroideae Schltdl. (8 tribus,
23 géneros y 47 especies), Juanulloideae (Hunz.) Hunz. (1 tribu y 9 géneros), Solanoideae
Schltdl (9 tribus, 50 géneros y 1727 especies), Salpiglossoideae (Benth.) Hunz. (1 tribu, 2
géneros y 6 especies), Schizanthoideae (Miers) Hunz. (1 tribu, 1 género y 12 especies),
Anthocercidoidae (G. Don) Tetenyi (1 tribu, 7 géneros y 31 especies) (Hunziker, 2001).

El género Nierembergia pertenece a la subfamilia Cestroideae, Tribu Nicotianeae
G. Don y subtribu Nierembergiinae Hunz., y estd constituido por 20 especies presentes en
el sur de América y una en México (N. angustifolia H. B. & K.). En la Argentina habitan

15 especies (Zuloaga, 1999), en una altitud que se extiende desde le nivel del mar hasta

3500 msm. (Cocucci, 1995).

Antecedentes de uso ornamental del género Nierembergia en el mundo.

Muchas de las especies en el género presentan un gran valor ornamental por el
color de sus flores y el largo periodo de floracidon, la variabilidad fenotipica dentro del
género, la amplia distribucién geogréfica, entre otras caracteristicas (Shizukawa et al.

1997).
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Otro aspecto interesante de las especies de este género es que, aunque son perennes,
presentan caracteristicas de plantas de ciclo anual. Wilkins y Anderson (2006) hacen
referencia a la importancia de las especies herbdceas que conjugan caracteristicas de
especies de ambos ciclos. El hecho de que sean perennes les otorga durabilidad en los
jardines. Esto tdltimo evita tener que renovarlas todos los afios y favorece el bajo costo de
mantenimiento, un aspecto importante en la producciéon ornamental. Ambas ventajas se
conjugan con caracteristicas frecuentes en plantas de ciclo anual como floracién temprana
(menor a 16 semanas desde semillas), baja estatura, bajos requerimientos nutricionales,
resistencia a enfermedades (Wilkins y Anderson, 2006).

En 1997 dos especies fueron introducidas en Japén para su uso ornamental; N.
repens Ruiz & Pav. (Shizukawa ef al. 1997) y N. scoparia Sendtn (Godo et al. 1997).
También en Japén N. scoparia fue transformada exitosamente para la obtencion de plantas
compactas para su uso en maceta y/o cobertura de suelo (Godo et al. 1997).

En el ensayo de cultivares por semillas realizado en el estado de Michigan (USA),
(Flower Seed Trials, 1999) fue presentado el primer cultivar correspondiente a
Nierembergia linariaefolia Ruiz & Pav. de la compaiifa americana Ball Seed Company,
“Mont Blanc” (Fig. 1a). Si bien actualmente el género no cuenta con muchas variedades,
en el ensayo realizado por la Universidad de Florida (USA) en el afio 2006 (UF Trials
Garden, 2006) se muestran tres nuevos cultivares (Fig. la-c), dos pertenecientes a la
compaiiia japonesa Suntory: “Summer Splash Compact White” (Fig. 1c) y “Summer
Splash Patio White” y un tercero a la empresa americana Select First Class: “Lara White”

(Fig.1b).
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Figura 1: Variedades comerciales de Nierembergia actualmente en el mercado. a —
“Mont Blanc”, Ball seed Company. b- “Lara White”, Select First Class, ¢ —“Summer
Splash Compact White”, Suntory. Aumento: barra= 10 cm. (a, b, ¢)

Antecedentes de uso ornamental del género Nierembergia en la Argentina.

En la Argentina, el estudio del género desde el punto de vista ornamental comenzé
en el afio 1999, en el marco del Proyecto “Desarrollo de la Floricultura en la Argentina”
(Suarez et al. 2003).

El género Nierembergia fue uno de los géneros seleccionado para iniciar un plan de
mejoramiento en el Instituto de Floricultura (IF) del INTA Castelar. En el marco de ese
proyecto se realizaron numerosos viajes de recoleccién con el objetivo de incorporar
material con suficiente variabilidad, desde zonas de origen, para comenzar un plan de
mejoramiento. Durante los dos primeros afios se incorporaron 163 entradas

correspondientes al género Nierembergia (Soto et al, 2003) (Fig. 2) (Anexo I- A).
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Figura 2: Material recolectado en zona de origen del género Nierembergia. a-
N. aristada, Corrientes). b-N. graveolens, Entre Rios. ¢- N. linariaefolia var.
linariaefolia, Entre Rios. d- N. linariaefolia var glabriuscula,. e- N.
linariaefolia var glabriuscula. . Aumento: barra= 10 cm. (¢, b, d, e)
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Para evaluar la factibilidad de su cultivo como ornamental, las entradas se
caracterizaron bajo condiciones de inverndculo y a campo, teniendo en cuenta la
variabilidad en color y tamafio de flor dentro de las entradas recolectadas (Fig. 3) y la
arquitectura en maceta segun los diferentes portes (Fig. 4) (Soto et al. 2004) (Facciuto,

2007) (Anexo I-A).

Figura 3: Variabilidad en tamafio y colores en flores del género
Nierembergia. a - N. linariaefolia var. Linariaefolia. b -N. linariaefolia. ¢ -
N. linariaefolia variedad comercial. d - N. veitichii. e - N. micrantha. f - N.
linariaefolia. Aumento: barra= 1 cm. (a, b, ¢, d, e, )

En el mejoramiento del género Nierembergia se utilizaron métodos tradicionales,
basados en cruzamientos y seleccion. Se obtuvieron plantas con caracteristicas superiores
desde el punto de vista ornamental con respecto de la poblacién original, las cuales fueron
evaluadas en establecimientos productivos (Soto et al. 2004). Esta evaluaciéon permitié la
obtencion de variedades comerciales las que fueron registradas en el Registro Nacional de
Cultivares.

N. linariaefolia, fue la primera especie del género con la cual comenzaron los

trabajos de mejoramiento en la Argentina, existiendo actualmente dos variedades
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comerciales registradas en nuestro pais “Luna INTA-JICA” y “Estrella INTA-JICA” (Soto

et al. 2005).

Figura 3: Variabilidad en portes del género Nierembergia a - N. linariaefolia
var. linariaefolia. b -N. calycina. ¢- N. rigida. d - N. veitichii. e - N.
linariaefolia var. pampeana. f - N. browalloides. Aumento: barra= 10 cm. (a, b,
c,d e f)

Para contribuir y asegurar la propiedad de las variedades se realizaron trabajos de
identificacion de variedades por técnicas moleculares. Se pusieron a punto los protocolos
para la técnica de microsatélites anclados (ISSR — Inter-Simple Repeat), método basado en
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Escandon et al. 2005; Pérez de la Torre et.
al. 2004).

Cabe destacar que todos los trabajos realizados en el mejoramiento de

Nierembergia estuvieron orientados hacia la utilizacion de la variabilidad genética
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intraespecifica. Con el objetivo de aumentar la variacion existente se comenz6 a utilizar la
hibridacién interespecifica, una de las metodologias méas efectivas evaluadas en los
programas de mejoramiento que se realizan en cultivos ornamentales (Van Tuyl y De Jeu,
2005). Asimismo en el mejoramiento de cultivos extensivos, actualmente hay una
utilizacién marcada de cruzamientos interespecificos y/o intergenéricos entre cultivares y
especies salvajes para recuperar o incorporar nuevos genes (Shivanna ef al. 2005) (Handa,
2003).

La incorporacién de cruzamientos interespecificos para la obtencion de hibridos
requiere conocer la relacion entre las especies, las barreras de incompatibilidad, asi como
también los diferentes factores involucrados. El éxito en la obtencion de hibridos
interespecificos, se sostiene en la posibilidad de identificar la relacion filogenética (Handa,
2003) y las barreras de incompatibilidad (Shivanna, 2005) entre las especies parentales.
Teniendo en cuanto que nada se conoce en Nierembergia sobre los aspectos anteriormente
mencionados, se delinearon los objetivos de esta tesis:

(1) En el género Nierembergia, conocer la compatibilidad interespecifica

entre ocho especies nativas con valor ornamental;

(i1) En el género Nierembergia, obtener hibridos interespecificos como

fuente de variacion.
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LAS HIPOTESIS DE TRABAJO

Hipdtesis General

Los estudios filogenéticos, embrioldgicos y carioldgicos permiten detectar las especies

parentales putativas para la obtencién de hibridos.

Hipotesis particulares

e En el género Nierembergia, el uso del gen rpl14 y los espacios intergénicos (IGS)
trnK y trnl. como marcadores moleculares resulta operativo para detectar las

relaciones filogenéticos entre ocho especies pertenecientes al género Nierembergia.

e Las filogenia y las relaciones estigma-polen/estilo-tubo polinico (EPTE), se

correlacionan con la compatibilidad interespecifica en las especies evaluadas.

e El desarrollo anémalo del endosperma y/o embrién y/o endotelio en los hibridos
interespecificos estd asociado con la distancia filogenética de las especies

parentales.
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INTRODUCCION

Los estudios taxondmicos en plantas se sustentan principalmente en caracteres
morfoldgicos, anatémicos, palinolégicos, cariolégicos, compuestos secundarios, proteinas.
Desde la década del 80 los estudios moleculares han pasado a ser utilizados como
caracteres taxondmicos e incorporados en aquellos grupos en los que los caracteres
utilizados tradicionalmente no permiten resolver los problemas taxonomicos (Steven,
1986; Gonzalez, 1997; Judd et al. 2002).

Entre los distintos tipos de caracteres moleculares, la secuenciacién génica constituye
el mas recomendado debido a la informacién potencial que ofrece para inferir historia
filogenética, informacioén que sélo estd limitada por el tamafio del genoma (Hillis et al.
1990).

La utilizaciéon de secuencias de ADN de cloroplasto fue el primer recurso de datos
moleculares utilizados para inferir la filogenia en plantas (Judd et al. 2002). En los dltimos
afios la validez de este recurso fue corroborado, en algunas ocasiones, por el estudio de
secuencias nucleares de ITS ribosomal (Shaw et al 2005). Cabe destacar que las ventajas
del uso del genoma de cloroplasto para estudios filogenéticos, son: (i) su tamafio pequefio
y su factibilidad para ser aislado de la célula facilmente (Gonzdlez, 1997); (ii) el hecho de
contener varios genes potencialmente ttiles para estos estudios (30 genes que codifican
para ARN de transferencia, 55 para proteinas de funcién conocida en la fotosintesis y 30
para proteinas no identificadas) (Gonzalez, 1997); (iii) su estabilidad entre especies,
haciéndolo Optimo para detectar relaciones filogenéticas entre grupos superiores al de la
especie (géneros, familias, 6rdenes) (Judd et al. 2002).

Las primeras regiones utilizadas fueron trnT-trnl-trnL-timF, atpB-rbcL y la porcién
del intrén no codificante trmK/matK (Shaw et al. 2005). Un sondeo de las publicaciones en

el periodo 1995 — 2002 en American Journal of Botany, Systematic Botany, Molecular

- 10 -
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Phylogenetics and Evolution and Plant Systematic and Evolution revelan un marcado
incremento en la utilizaciéon de regiones no codificantes de ADN de cloroplasto en
investigaciones filogenéticas (Shaw et al. 2005).

Si bien el uso més frecuente del ADN de cloroplasto se encuentra en estudios
sistemdticos y evolutivos bdsicos (Gonzdlez, 1997), también ha sido usados en trabajos
agronomicos. Al respecto, Handa (2003) reporta el uso de caracteres moleculares de
cloroplastos en los géneros Menziesia Sm. (Ericaceae) y Dendrobuim Sw. (Orchidaceae)
no solo para obtener informacion filogenética sino ademads para la introduccién de nuevos
recursos y/o la seleccién de especies cercanas, para la introgresion de caracteristicas de
interés ornamental. Por otro lado, los estudios filogenéticos realizados en variedades
comerciales pertenecientes al género Rosa L., usando de las secuencias trnL-F y psbA-
trnH como marcadores moleculares, permitieron determinar su origen natural y
comprender la evolucion y el proceso de mejoramiento que dio lugar a dichos cultivares
(Bruneau et al. 2007).

La familia Solanaceae se presenta pionera con respecto a la secuenciacién del genoma
de cloroplasto (cpADN), a partir de la secuenciacién completa de Nicotiana tabacum
(Taberlet et al. 1991). Ademads, estudios realizados con datos provenientes de cpADN
ayudaron a resolver muchos problemas presentes en la sistemdtica de Solanaceae en
géneros tales como Solanum (Palmer y Zamir, 1982), Nicotiana (Olmstead y Palmer,
1991), Jaltomata Schlecht. (Mione et al. 1994) y Physalis con géneros relacionados
(Mione et al. 1994).

En este capitulo se describe el estudio de las relaciones filogenéticas en plantas de
especies de nativas de interés ornamental pertenecientes a otro género de Solanaceae, el
género Nierembergia, utilizando las secuencias cloroplastidicas del gen rpli4 y de los

espacios intergénicos (IGS) #nK y #rnL, como marcadores moleculares con el fin de
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identificar aquellas con mayor cercania genética y utilizar estos datos como base para

incrementar variacién a través de la hibridacion interespecifica.
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OBJETIVOS

® Establecer las relaciones filogenéticas entre las especies nativas de interés
ornamental pertenecientes al género Nierembergia, utilizando las secuencias del
gen rpll4 y de los espacios intergénicos (IGS) #7nK y #rnL, como marcadores

moleculares.

W Tdentificar las especies que son genéticamente mds cercanas para obtener hibridos

interespecificos.

- 13 -
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MATERIALES Y METODOS
MATERIAL VEGETAL

Las especies utilizadas para la extraccion de ADN se listan a continuacion:

Especie Localidad Voucher

Nierembergia

N. aristata Argentina. Corrientes, San Luis del | Soto 20021120d1 (BAB)
Palomar

N. browalloides Argentina. Entre Rios, La Paz Soto 20040920g1 (BAB)

N. calycina Argentina. Entre Rios, Concordia Soto 20040920h1 (BAB)

N. micrantha Argentina. Misiones, Leandro N. Alem Soto 20041119b1 (BAB)

N. linariaefolia var |Argentina. Entre Rios, Diamante Soto 1999010226 (BAB)

linariaefolia Argentina. Entre Rios, Colon Soto 20000920f1(BAB)
Argentina. Corrientes, Santo Tomé Soto 20021122¢c1(BAB)
Argentina. Misiones, Oberd Soto 20010926¢g1 (BAB)

N. scoparia Argentina. Entre Rios, Gualeguaychu Soto 20031213a1(BAB)

N. veitichii Argentina.  Catamarca, Cuesta del | Soto 20031118al (BAB)
Portezuelo
Argentina.  Catamarca, Cuesta del | Soto 2003118a2(BAB)
Portezuelo

N. ericoides Argentina. Buenos Aires, Tandil Soto 20020320b2 (BAB)
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METODOLOGIA

Extraccion de ADN total

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de 20 mg de hoja. Se siguid el protocolo de

Doyle y Doyle (1987) con algunas modificaciones.

=

=

El tejido se congelo con nitrégeno liquido y se lo pulverizé en un mortero.

El pulverizado fue transvasado a un tubo Eppendorff de 1.5 ml y se afadié 500 ul de
buffer de extraccién (100 mM tris- HCL pH 8; 20 mM EDTA; 1.4 M NaCL; 2%
p/v CTAB; 0.2% v/v B- mercaptoetanol) a 60 °C.

La muestra se incub6 durante 1 hora a 65 °C con agitacion.

Se realizé una extracciéon con una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v).
Se agit6 fuertemente y se centrifugd a 12.000 x g por 30 segundos a 20-25 °C para
separar las fases.

Evitando la interfase, con pipeta se excluy¢ la fase acuosa.

Se agreg6 0.5 volumenes de NaCL 5 M e isopropanol 40%. Se mezclé suavemente y se
incubé a —20 °C por 20 minutos.

Se centrifugd a 12.000 x g durante 1 minuto a 20-25 °C.

Se elimind el sobrenadante tratando de no tocar el pellet de ADN. Se realizaron 2
lavados con alcohol 75%: se agregdé 0.5-1 ml de alcohol al pellet y se agitd
suavemente. Luego se dejé reposar por 15-20 minutos.

Se centrifugd a 12.000 x g durante 1 minuto a 20-25 °C. Se elimino el sobrenadante y
el pellet obtenido se dej6 secar durante 10 minutos.

Se resuspendi6 la muestra en 20 ul de agua destilada.
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Cuantificacion y control de la calidad de ADN

Se sembraron 2 pl de cada muestra en geles de agarosa 0.8% con bromuro de etidio
(0.1 pg/ul), TAE 1X. La electroforesis se llevé a cabo a 4.5 v/cm (corriente constante)
durante 1 hora.

Los geles se visualizaron en un transiluminador de UV y se fotografiaron. Para la
cuantificacién se incluy6 en el gel, el estdindar de masa de “DNA High DNA Mass TM

Ladder” (Life Technoligies —Gibco BRL, EUA).

Amplificacion del espacio intergénico (IGS) trnL

Los fragmentos correspondientes al IGS #rnL fueron amplificados a partir del ADN
total de los distintos individuos analizados.

Los primers b, ¢, d y e (Fig. 1 1) utilizados fueron sintetizados sobre la base de la

secuencia descripta por Taberlet et al. (1991).

Secuencias de los primers:

TFb 3 TCTACCGATTTCGCCATATC
TFc 5":CGAAATCGGTAGACGCTACG
TFd 3:GGGGATAGAGGGACTTGAAC
Tfe 5:GGTTCAGTCCCTCTATCCC
La reaccidn se llevé a cabo con 10 ng de ADN molde; 2.5 pl de buffer de reaccion
10 X; 0.2 mM de dNTP’s; 0.8 uM de primers; 3.0 mM de MgCl, y 0.5 U de Taq

polimerasa en un volumen final de 25 pl, en un termociclador programable (Mastercycler

personal).
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€ C
<+ <+—
trnk trnL. trnL trn'T
—> —>
b d

Figura 1: Esquema del genoma del ADN de cloroplasto (Wakasugi et al. 1998),
indicando la regién analizada. A la izquierda, se representan los primers que se
utilizaron en la reaccion de PCR para amplificacion de #nL (e), truL (d) y el intron

trnL (c y b). Las flechas indican la posicion de hibridacién de los primers (Taberlet
etal 1991)

Las condiciones de PCR fueron: (i) desnaturalizacién inicial de 10 min. a 95 °C; (ii)
30 ciclos de las siguientes condiciones: 60 seg. a 95 °C, 75 seg. a 50 °C, 120 seg. a 72 °Cy
extension final de 10 min. a 72 °C.

Los productos de amplificacion fueron corridos electroforeticamente en geles de
agarosa al 1.5 % con bromuro de etidio, en TAE 1X, se visualizaron con luz UV y se

fotografiaron.

Amplificacion del espacio intergénico (IGS) entre los genes trnK

Los fragmentos correspondientes al IGS #nK fueron amplificados a partir del ADN
total de los distintos individuos analizados. Los primers (3914K; 2R; AF; BR; NiclF;
Nic3F) (Fig. 2) utilizados fueron sintetizados sobre la base de la secuencia descripta por
Taberlet et al. (1991).

Las condiciones de reaccién y los ciclos de amplificaciéon fueron los mismos que

para la region anteriormente descripta (trnL).
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Secuencias de los primers:

trnK-3914F 5:CGGGTTGCTAACTCAACGG,

trnK-2R 3:AACTAGGCTGATGGAGTG,

matK-AF 5: CTATATCCACTTATCTTTCAGGAGT,
matK-BR 3”: CCACAATAAACGCAAATCCCT,
matK-NiclF 5”: GGTTCAAACTCTTCGCTATTGGGTA,
matK-Nic3F 5 :CGATTTGGGCGTATATGCAG

3914F AF  NiclF Nic3F 2R
— — —> —> —
trnK5” matK trnK3”
4_
BR

Figura 2: Esquema del genoma del ADN de cloroplasto (Wakasugi et al. 1998),
indicando la region analizada. A la derecha se representan los primers que se
utilizaron en la reaccién de PCR para amplificacion el IGS t#7rnKS” —marK (3914F;
BR), trnK3” —matK (Nic3F: 2R) y el gen matK (AF: NiclF). Las flechas indican la
posicion de hibridacion de los primers (Taberlet ef al. 1991).

Amplificacion del gen rpl14.
El fragmento correspondiente al gen rp/14, fue amplificado a partir del ADN total
de los distintos individuos analizados. Los primers (rpl14: rpl14) (Fig. 3) utilizados fueron

sintetizados sobre la base de la secuencia descripta por Taberlet et al. (1991).

Secuencias de los primers

rpl14 5:AAAGATCTAGATTTCGTAAACA ACATAGAGGAAGAA
rpl14 3:ATCTGCAGCATTTAAAAGGGTC TGAGGTTGAATCAT

Las condiciones de reaccion en los ciclos de amplificacion fueron las mismas que

para la regién IGS trnK ..
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rpl14 rpl14
_> 4—
rpl145° rpl143

\;,,, _
‘gb'

Yv
&

Figura 3: Esquema del genoma del ADN de cloroplasto (Wakasugi et al. 1998),
indicando la regién analizada. A la izquierda se representan los primers que se
utilizaron en la reaccién de PCR para amplificacion rpll4 (rp/14: rpl14) Las flechas
indican la posicién de hibridacion de los primers (Taberlet ef al. 1991).

Purificacion y secuenciacion de los productos amplificados

Para la purificacion cada muestra se suspendi6 en 200 upl de agua destilada,
posteriormente filtrada (P200) y sometida a una centrifugacién de 3500 r.p.m. durante 5
min, quedando retenida en el filtro. Seguidamente sobre el filtro se agregd 20 ul de agua
destilada para recuperar la muestra mediante centrifugacién a 3500 rpm durante 2 minutos.
La calidad de ADN amplificado se verific6 en gel de agarosa de 0.8 % (en TAE 1 X con
bromuro de etidio 1:100 v/v).

Para la secuenciacion se realizé una reaccién con 100-200 ng/ul de ADN plasmido,
2ul de BigDye V3.1, 1ul de buffer de secuenciacion 5x, 3.2ul de primers (1uM). Las
condiciones de PCR fueron: (i) inicial de 2 min. a 96 °C; (ii) seguidos por 25 ciclos de las
siguientes condiciones: 30 seg. a 96 °C, 15 seg. a 53 °C, 4 min. a 60 °C para los primers
rpll4 y trnK, y 30 seg. a 96 °C, 15 seg. a 48 °C, 4 min. a 60 °C para el primer trnL.

Para la secuenciacion fue utilizado un Secuenciador ABI Prism 3100 Genetic

Analyzer Secuencing Chemistry.
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Edicion de secuencia

La edicién de las secuencias se realiz6 con el programa “BioEdit Sequence
Alignment Editor”, de utilizacion gratuita, Este programa permitid editar cromatogramas
de secuencia y reconstruir una secuencia completa de la molécula de ADN a partir de

secuencias mds cortas (http://services.bioesp.nl/blat/cgi-bin/blst.cgi?program=blastn).

Determinacion de homologias primarias: construccion de la matriz de datos

Para la construccion de una matriz de datos, las secuencias completas obtenidas se
alinearon por medio del programa DIALIGN (Morgenstern et al., 1996). El algoritmo
utilizado por este programa se basa en la comparacion de segmentos completos de
secuencias con una similitud total alta y no en la comparacion de residuos individuales.

La exclusion de alineacidn de las regiones de baja similitud, permiti6 la deteccion y
el alineamiento correcto de regiones similares cortas en secuencias largas de baja similitud
total. En este programa, el algoritmo produce en primera instancia, alineamientos de a
pares sOlo para preseleccionar aquellos segmentos que serdan incluidos en el alineamiento
multiple y por lo tanto, a diferencia de otros programas, es independiente del orden en el
cual se construyen los alineamientos de a pares. Este programa posee poca dependencia de
pardmetros definidos por el usuario. Las inserciones/deleciones no son penalizadas en este
algoritmo y permanecen como aquellas partes de las secuencias que no corresponden a
ninguno de los segmentos alineados. El unico pardmetro que debe ser definido es 7' (de
threshold), con valores desde 0 a 10. Este parametro limita el nimero de segmentos en
consideracion para retener sélo aquellos que tienen muy buena chance de ser relevantes en
el nivel bioldgico. Sin embargo, Morgenstern et al. (1996) sostienen que 7 puede ser
variado considerablemente sin cambiar esencialmente los resultados y no es importante
darle un valor en secuencias de ADN cortas o de proteinas. Se realiz6 la alineacion de la

matriz con valores de 7= 10.
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Analisis filogenético

La construccion de las hipétesis filogenéticas se realiz6 mediante el método
cladistico, que es en la actualidad el método mas utilizado en sistemaética.

Para la construccién filogenética se utilizé el programa NONA (Goloboff, 1998)
activado desde Winclada (Nixon, 2002). La biisqueda de arboles mds parsimoniosos se
realiz6 sobre 100 secuencias de adicion al azar reteniendo 10 drboles con cada busqueda

(h1000 h/10 mu100). Los caracteres no informativos fueron excluidos.

Eleccion de grupo externo

Se seleccionaron tres especies pertenecientes a la familia de las Solanaceae tribu
Nicotianinae; Fabiana imbricata Ruiz & Pav., Leptoglossis linifolia (Miers) Griseb. y
Bouchetia anomala (Miers) Britton & Rusby. Esta ultima es la especie que se encuentra
mds cercana al género Nierembergia, utilizdndosela en este andlisis para corroborar la
monofilia por pertenecer a la misma subtribu (Nierembergiinae) (Hunziker, 2001),. El
numero de tres especies se hizo teniendo en cuenta la sugerencia de Nixon y Carpenter
(1993), quienes sefialan que, cuanto mayor sea el numero de taxones en el grupo externo,

mds precisa serd la inferencia filogenética.

Medidas de apoyo

Para medir el apoyo o soporte de los grupos se utilizaron los métodos de
Jackknifing y el soporte de Bremer.

El método de Jackknifing, introducido en sistemdtica por Lanyon (1985), se basa
en realizar alteraciones de la matriz (mediante re-muestreos al azar sin reemplazo de
algunos caracteres), calculando la frecuencia en la que cada grupo se mantiene en los

arboles optimos. Esto da una idea de que proporcién de evidencia a favor y en contra hay
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para cada grupo y por lo tanto en qué grado la adicién de nuevos caracteres puede
modificar las conclusiones. Para aplicar este método se realizaron 300 réplicas. Para cada
réplica se realiz6 una busqueda heuristica tradicional con TBR sobre 10 secuencias de
adicioén al azar, reteniendo 10 arboles en cada replicacion. La probabilidad de remocion de
caracteres fue de p= 0,36 y los valores se expresaron como frecuencias absolutas.

El soporte de Bremer (Bremer, 1994) para andlisis usando parsimonia, es una
medida que evalda el nimero de pasos extras necesarios para perder una rama en el arbol
de consenso a partir de los drboles mds parsimoniosos de la busqueda. Una rama presente
en uno de los drboles mds parsimoniosos estd apoyada mds fuertemente por los datos si se
requiere un gran incremento en la longitud de drboles adicionales antes que esta rama sea
perdida en el consenso (Killersjo, 1992). Se aplicé este método realizando una busqueda
heuristica con TBR sobre 100 secuencias de adicidon al azar, reteniendo secuencialmente

sub-Optimos hasta 10 pasos de longitud en un total de 10000.

Medidas para evaluar la calidad de los cladogramas

El programa de parsimonia utilizado en este estudio para evaluar la “calidad” de los
cladogramas, incluye medidas estindar como la longitud del arbol, el indice de
consistencia y el indice de retencion.

La longitud es el nimero minimo de cambios en los estados de los caracteres
(pasos) requeridos en un cladograma para dar cuenta de los datos. El largo del arbol de
consenso provee informacion sobre la existencia de conflicto de caracteres entre (y no
dentro) de los cladogramas.

El indice de consistencia (CI) (Kluge y Farris, 1969) es una medida de la cantidad
de homoplasia presente en una matriz de datos relativa a un cierto arbol.

El indice se calcula como:

CI=M/S
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donde M= es numero minimo de pasos que todos los caracteres pueden presentar en
cualquier cladograma y S= es nimero minimo de pasos que pueden exhibir en el 4rbol en
cuestion.

Debido a que este indice se ve incrementado por la presencia de caracteres no
informativos, el cdlculo se realiz6 previa inactivacion de los mismos.

El indice de retencién (RI) (Farris, 1989) es la fraccién de posible homoplasia
retenida como sinapomorfia en el arbol.

Este indice se calcula como:

RI=(G-S)/(G-M)

donde G= es mayor nimero de pasos que todos los caracteres pueden exhibir sobre un

cladograma (es decir, el peor ajuste).
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RESULTADOS
ANALISIS MOLECULAR

Caracterizacion de las secuencias.

La caracterizacion de las secuencias se muestra en la tabla 1. Se determin el largo
de las mismas y el contenido de guanina-citosina (GC). Los valores determinados se
encuentran dentro de los esperados para las secuencias rpl/l4 y trnl. (Wakasugi et al.
1998).

La cantidad de pares de bases secuenciadas para el IGS #nK resulté menor a lo
esperado debido un una mala secuenciacién del producto proveniente del primers 2R, por

lo cual hubo que eliminar una parte de la secuencia (Wakasugi et al. 1998).

Tabla 1: Caracteristicas de las secuencias rp/14; IGS trnK y IGS trnL: largo (pb:

pares de bases) y contenido de GC (%).

Secuencias rpll14 TrnK trnLL
Especies Longitud GC | Longitud GC Longitud GC
pb % pb % pb Y
F. imbricata 404 36.39 1986 32.88 s/d s/d
L. linifolia 395 37.47 1991 33.25 s/d s/d
B. anomala 402 37.06 1989 31.83 s/d s/d
N. linariaefolia 402 39.55 2003 34.65 698 36.68
N. ericoides 403 38.96 2003 34.25 698 36.53
N. aristata 402 39.55 2003 34.90 698 37.11
N. scoparia 403 38.46 2006 34.25 509 35.36
B. browalloides 403 39.30 2003 34.45 697 36.59
N. veitichii 402 40.30 2002 34.97 698 37.11
N. calycina. 402 39.05 2010 34.13 698 36.68
N. micrantha 402 38.06 2004 34.63 698 36.68
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ANALISIS FILOGENETICO.

rpl14
El andlisis de la matriz de datos de rp/14, con 28 caracteres informativos, resulté en
un unico arbol de maxima parsimonia (AMP) de 36 pasos de longitud, CI=0.83 RI=0.86.

El grupo de especies del género Nierembergia se presenté monofilético (Fig. 4).

— Fahanainbran
— —— Leodasslinfdia
99 —— Bowletiaamwnula
10
99 — N cdycina
10
99 . N anstata
8 s L_ N varichi
63
9 — N enwids
N swomria
N bovaldides
63 —— N limnaepla
1 — N micgwmtha

Figura 4: El 4rbol mds parsimonioso obtenido en el andlisis de datos de rp/14. Los
valores de soporte de Jackknife y de Bremer se encuentran sobre y debajo
respectivamente de cada uno de los nodos.
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Si bien los datos obtenidos en la matriz de secuencias del gen rp/14 no proveen
informacion suficiente para resolver las relaciones entre todos los taxones, N. calycina se
presenta separada de las restantes, estas ultimas formando un clado con altos valores de
soporte -Jackknife (JK)= 99% y Soporte de Bremer (BS)= 8. Dentro de este clado hay un
subclado menor con N. aristata y N. veitichii el que esta fuertemente apoyado (JK=97% y
BS=5) y el cual resulta hermano de un subclado mayor basal con las restantes especies
estudiadas (JK= 63% y BS= 9). Dentro de este subclado basal no hay una resolucién
filogenetica con excepcion de N. linariaefolia y N. micrantha, las cuales forman un

subclado menor con moderados valores de soporte (JK= 63% y BS= 1) (Fig. 4).

rpl14 y trnK combinados.

El andlisis de la matriz de datos de rp/14- trnK, con 474 caracteres informativos,
resulté en un AMP de 728 pasos de longitud, CI=0.84 RI= 0.82 (Fig. 4). Se obtuvo una
topologia diferente con respecto a la obtenida en el arbol anterior (rp/14), manteniendose la
monofilia del genero Nierembergia, con una mayor resolucién entre las especies
estudiadas.

Si bien la relacion entre las especies N. aristata; N. veitichii y N. calycina, no esta
resuelta de forma semejante a los resultados obtenidos con rp/14, las especies restantes se
encuentran formado un clado, con altos valores de soporte (JK=94% y BS= 4). Se destaca
el aumento en los valores soportes del subclado encontrado en la topologia del arbol
anterior (rpl14) para los taxones N. linariaefolia y N. micrantha (JK= 99% y BS= 10).

También surge un nuevo subclado formado por N. ericoides y N. scoparia con valores

altos de soporte (JK=93% y BS=3).
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—— F.imbricata
L. linifdia
100
B.amonula
10
99
N.arisan
10
98 ——  N.veitichii
10
75 —— N.calcim
4
99 N.linaricefdia
N.miaantha
o 10 miaan
4 N.browdlddes
91— N.eriwicdks
35— N.scomnia

Figura 5: El arbol mas parsimonioso obtenido en el andlisis de datos del
rpl14 y trnK. Los valores de soporte de Jackknife y de Bremer se encuentran
sobre y debajo respectivamente de cada nodos.

rpl14, trnK'y trnL. combinados.

El andlisis de la matriz de datos de rpl/l4-trnK-trnL,, con 487 caracteres
informativos, resulté en un AMP de 728 pasos de longitud, C1=0.84 RI= 0.82 (Fig. 6). Se
obtuvo una topologia muy similar a la obtenida en el 4rbol anterior (rp/14-trnK), con un

incremento en los valores de soporte de los subclados (Fig.6)
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—— F.imbrnau
L.linfdia
10
" —— B.amnuba
11((1)) N.ansti
11(2 —— N.vdtichi
f —— N.cdycina
79 (o1 N.enowides
7
og | 11 — N.sopmrna
. —— N.bowalddes
95 —— N.limnaeplia
3 — Nmiomha

Figura 6: El arbol mds parsimonioso obtenido en el andlisis de datos del rp/14,
trnK y trnL. Los valores de soporte de Jackknife y de Bremer se encuentran sobre
y debajo respectivamente de cada nodos.

Si bien la relacién filogenética de N. browalloides no estd resulta
completamente en ninguna de las topologia descriptas, podemos inferir que dicha especie
se encuentra dentro del clado con N. linariaefolia, N. micrantha, N. ericoides y N. scoparia
con altos valores de soporte en los dos dltimos arboles analizados (rp/14-trnK: JK=94% y

BS=4; rpl14-trnK-trnL: 98% y BS=17).
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DISCUSION

Todos los arboles filogenéticos obtenidos en este trabajo confirmaron la monofilia
de las especies en estudio. Aun mads, los valores de los Indices de Consistencia (CI) fueron
mayores a 0.80, revelando baja cantidad de homoplasia.

El andlisis filogenético propuesto como punto de partida de las investigaciones de esta
tesis tenia como objetivos establecer las relaciones filogenéticas entre las especies nativas
del género Nierembergia de interés ornamental para identificar las especies genéticamente
mas cercanas y a partir de ellas poder obtener hibridos interespecificos. Entre los
resultados obtenidos, la identificacién de las especies que constituyen subclados con altos
valores de soporte como los formados por N. linariaefolia con N. micrantha por un lado y
N. ericoides con N. scoparia por el otro, cubren los objetivos arriba-mencionados. Asi, las
especies incluidas dentro de cada subclado emergen como padres putativos para la
obtencién de hibridos interespecificos, con mayor posibilidad de éxito que cualquier
combinacién con el resto de las especies. Cabe aclarar que, en la medida que se
incorporaban a la matriz de datos mayor nimero de caracteres, incrementaban ain mas los
altos valores de soporte encontrados en estos dos subclados.

Estudios filogenéticos realizados en este género por Acosta ef al. (2006) utilizando
el caridtipo como marcador, reportan tres grupos de especies: Un primer grupo incluye M.
browalloides, N. calycina, N. linariaefolia, especies que comparten caridtipo similar y
nimero cromosémico 2n=16. Un segundo grupo involucra a N. aristata, N. veitichii,
ambas especies con el mismo nimero de cromosomas y afinidad en el cariétipo. Un tercer
grupo estd integrado por N. scoparia y N. ericoides, con un nimero de cromosomas 2n=18.
De acuerdo a Acosta et al. (2006), el nimero cromosémico 2n=18 constituye un estado
derivado de 2n=16 por un evento de fisién céntrica. En este punto y asumiendo la hipétesis

mencionada que explica el origen del nimero cromosémico 2n=18, es posible sugerir la
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existencia de un clado constituido por dos subclados: el que agrupa a N. ericoides y N.
scoparia por una parte y el formado por N. linariaefolia, N. browalloides y N. micrantha,
por la otra.

Comparando el estudio del cariétipo reportados por Acosta et al. (2006) con los
resultados filogenéticos obtenidos en esta tesis, con los datos moleculares utilizando las
secuencias del gen rp/14 y de los espacios intergénicos (IGS) #rnK y trnL, se comprueba la
coincidencia entre ambos. Con respecto a N. calycina, si bien en el estudio cariotipico
realizado por Acosta et al. (2006), aparece dentro del grupo de N. linariaefolia y N.
browalloides, 1os mismos autores cuestionan su inclusién en este grupo por el hecho de
presentar NORs en los brazos largos, sugiriendo que dicha especie es un estado derivado
de un ancestro comuin compartido con N. linariaefolia y N. browalloides (Acosta et al.
2000).

Finalmente, dos resultados aportados por este estudio filogenético merecen ser
destacados: (i) el subclado menor formado por N. veitichii y N. aristata y (ii) la posicién de
N. browalloides dentro del subclado con el resto de las especies que resulta hermano del
anterior. Ambos resultados aparecen fuertemente apoyados no sélo por los altos valores de
soporte mostrados en este estudio (métodos de Jackknife y de Bremer), sino ademds por
los resultados del estudio sistematico realizado por Acosta et al. (2006) sobre datos del

cariotipo.
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INTRODUCCION

La polinizacién se inicia con la adhesion del polen al estigma (Wheeler et al. 2001).
Una polinizacién exitosa requiere polen viable y estigma receptivo, y los métodos para el
estudio de ambos aspectos pueden ser directos o indirectos: entre los métodos directos, los
mds comunes son la polinizacion controlada en diferentes estados del desarrollo floral y el
estudio de la germinacién de los granos de polen in vivo, es decir, sobre el estigma
(Shivanna y Rangaswamy, 1992); entre los indirectos, son comunes la prueba de peréxido
de hidrégeno (Galen y Plowright, 1987) para detectar la receptividad del estigma y el uso
de tinciones especificas, para detectar viabilidad de polen (Greissl, 1989; Alexandre,
1969).

En los estigmas himedos, caracteristicas de Solanaceae (Weeler et al. 2001), son los
exudados los promotores de la adhesion de los granos de polen a la superficie estigmatica
(Zinkl y Preuss, 2000). Una vez que el polen se ha adherido, se produce la hidratacién del
mismo para su posterior germinacion (Lush et al. 1998). La etapa siguiente es la
penetracion del tubo en el estigma y su crecimiento a lo largo del estilo.

En el caso de los estigmas himedos la cuticula no ejerce una barrera fisica a la
penetracién del tubo polinico, ya que el mismo entra en las papilas estigmaticas, entre la
pared y el plasmalema (Facciuto, 2007), o a través de los espacios intercelulares (Shivanna,
2005). Durante la etapa de elongacién del tubo polinico se define su direccién de
crecimiento, siempre orientada hacia el ovario (Lush et al. 2000).

Las interacciones entre el polen y el tejido esporofitico materno, estdn restringidas a las
polinizaciones compatibles. Las Angiospermas han desarrollado diferentes mecanismos a
partir de los cuales los granos de polen deseables son discriminados de los no deseables
(Wheeler et al. 2001). Un mecanismo se da en la incompatibilidad interespecifica, donde el

polen es rechazado por la gran disimilitud genética entre la especie dadora y la especie
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receptora (Wheeler ef al. 2001). Otro mecanismo es la incompatibilidad intraespecifica,
generalmente referida a la auto-incompatibilidad (SI), donde el polen si bien es originado
de la misma especie receptora, es rechazado por la gran similitud debido a su origen en la
misma planta o en plantas genéticamente muy cercanas (Clark ef al. 1990).

Dentro de los sistemas de auto-incompatibilidad encontramos: (i) el gametofitico,
donde el fenotipo del polen es especifico y responde al propio genotipo haploide y (ii) el
esporofitico, donde el fenotipo del polen responde al genotipo diploide de la planta madre
(Wheeler et al. 2001). Al respecto, la familia Solanaceae presenta un sistema de auto-
incompatibilidad gametofitica (GSI: Gametophytic Self-Incompatibility), controlado por
un tnico locus multialélico con un alto grado de polimorfismo (Clark ef al. 1990). En este
sistema la fase inicial de la germinacion y elongacion del tubo, en la mayoria de los casos,
es normal produciéndose una inhibiciéon mds tardia a lo largo de su recorrido por el estilo
(Lush y Clarke, 1997). En Solanaceae €l locus S codifica para una glicoproteina del pistilo
(SLG: style locus glycoprotein), la cual es secretada al espacio extracelular del mismo
(Cheung et al. 2000). Estudios de plantas transgénicas con pérdida de funcionalidad de
estas glicoproteinas, establecieron que su actividad catalitica era crucial en la accion de
rechazo de polen incompatible (Lee et al. 1994).

El modelo actual sugiere que esta ARNasa degradaria el ARN so6lo del polen propio,
inhibiendo asi su crecimiento. En el polen habria un inhibidor general que no es alélico y
que potencialmente podria unirse a las SLG, cualquiera ellas fueran, inactiviandolas. La
SLG propia no seria inhibida, pues otro componente proteico del polen (alélico y
perteneciente al locus S) interaccionaria con su SLG alélica protegiéndola de la inhibicién
con su consecuente activacion y posteriormente degradacion del ARN del polen (Sijacic et

al. 2004).
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En cuanto a las interacciones que controlan las barreras interespecificas, se conoce
bastante poco sobre su mecanismo, aunque es ldgico pensar que en algunos casos los
procesos de reconocimientos podrian ser similares a los que se presentan en las
interacciones intraespecificas (Liedl et al. 1994). Asimismo, un mecanismo estudiado en la
incompatibilidad interespecifica, es la imposibilidad del polen de hidratarse y nutrirse
desde la matriz extracelular del tejido materno (Shivanna y Johri, 1985). En muchos casos,
los nutrientes presentes en el polen no son suficientes para generar todas las sustancias
necesarias para el crecimiento del tubo hasta los 6vulos. En maiz por ejemplo, las reservas
del polen alcanzan para el crecimiento del tubo polinico hasta una longitud de apenas 2 cm
como méximo, mientras que el mismo debe crecer aproximadamente mas de 10 cm
(Heslop-Harrison et al. 1984).

Considerando que en Solanaceae el sistema de auto-incompatibilidad gametofitica se
pone de manifiesto a lo largo del estilo (Lush y Clarke, 1997) y también que similares
procesos podrian regir la incompatibilidad interespecifica (Liedl et al. 1994), en este
capitulo se estudi6 la relaciéon Estigma-Polen/Estilo-Tubo polinico (EPET) en
cruzamientos dirigidos entre ocho especies pertenecientes al género Nierembergia.

En las especies aqui estudiadas, se tuvieron en cuenta los aspectos mencionados
anteriormente. Se identifico el estado de flor joven en la cual el estigma comienza a ser
receptivo y al mismo tiempo se detectd la viabilidad del polen. Posteriormente se estudio la
compatibilidad interespecifica encontrada en la relacion EPET para todas las

combinaciones interespecificas y sus reciprocas.
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OBJETIVOS

Establecer el grado de compatibilidad interespecifica pre-cigética en ocho especies
del género Nierembergia, mediante el estudio de la relacion Estigma-Polen/Estilo-
Tubo polinico.

En las diferentes especies de Nierembergia, detectar la etapa del desarrollo a partir
de la cual el estigma es receptivo.

Determinar si el sistema de incompatibilidad en Nierembergia esta o no
relacionado con la direccién de crecimiento de los tubos polinicos.

En el género Nierembergia, establecer las combinaciones putativamente mas

exitosas para la obtencién de hibridos interespecificos.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Los cruzamientos fueron realizados en plantas adultas de un afio, cultivadas bajo
condiciones de inverniculo (Anexo I- A) en ocho especies del género Nierembergia: N.
aristata (Cod. IF: 20021119b1), N. browalloides (Cod. IF 20040920¢g1), N. calycina (Cod.
IF 20051214b1), N. ericoides (Cod. IF 20020320b2), N. micrantha (Cod. IF 20041119b1),
N. linariaefolia var linariaefolia (Cod. IF 20021122¢l1), N. scoparia (Cod. IF

20051113al), N. veitichii (Cod. IF 20031118a1) (Anexo I- B).

METODOLOGIA

Receptividad de estigma y viabilidad de polen

En todas las especies, con excepcion de N. micrantha, se seleccionaron los estigmas
en dos estados diferentes de desarrollo correspondientes a dos tamafios de pimpollo: (i) el
llamado “estado temprano” es el pimpollo con los cuatro verticilos desarrollados pero la
corola es incolora; (ii) el llamado “estado avanzado”, es el pimpollo pre-antesis. La tabla 1
muestra los tamafios de los pimpollos para cada especie. En N. micrantha por su pequeiio
tamafo, s6lo se pudo trabajar con estigmas correspondientes al mayor tamafo del
pimpollo. La receptividad de los estigmas se determiné a través de la prueba de peréxido
de hidrégeno (método indirecto) (Galen y Plowright 1987), tomando como receptivos
todos los estigmas que presentaron burbujeo. Se realizaron tres repeticiones por especie
con cinco estigmas por cada repeticion.

Para corroborar la receptividad de estigma y la viabilidad de polen, se hicieron
observaciones de polen germinado in vivo (método directo), para lo cual se realizaron auto-

polinizaciones dirigidas. Posteriormente los estigmas fueron fijados en FAA (alcohol
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etilico:agua destilada:formol:acido acético glacial, 10:7:2:1) 5 horas post-polinizacién
(PP). La hidrdlisis se realizdé en una soluciéon de NaOH 0.6 %, durante 12 horas a
temperatura ambiente. La observacion de la germinacion de granos de polen en estigma se
realiz6 bajo luz UV usando microscopia de fluorescencia (Martin, 1959). Se realizaron

seis observaciones por cada tratamiento.

Crecimiento de tubos polinicos en cruzamientos interespecificos

Durante dos afios consecutivos los cruzamientos dirigidos fueron realizados en
pimpollos con el mayor grado de desarrollo (Longitud del pimpollo: 2-2.5 cm- N.
linariaefolia, 1.8-2.2 cm- N. browalloides, 2.2-2.6 cm- N. veitichii, 1.8-2 cm- N. scoparia 'y
N. aristata, 5-6 cm- N. calycina, 1-1.4 cm- N. micrantha y 1.5-2 cm- N. ericoides) previo
antesis. Los pimpollos fueron polinizados con polen fresco es decir, se aplicé polen
proveniente de flores abiertas. La polinizacion fue realizada durante el mediodia.

Los estigmas fueron fijados en FAA (alcohol etilico:agua destilada:formol:acido
acético glacial, 10:7:2:1) 24 horas PP. Se macer¢ el tejido con el fin de separar los tubos
polinicos del tejido estigmadtico, utilizando una solucién de NaOH 0.6% durante 12 horas a
temperatura ambiente. Seguidamente el material fue sumergido en azul de anilina durante
15 minutos y posteriormente montado sobre porta-objetos para su observacion bajo luz
UV, usando microscopio de fluorescencia (Martin, 1959). Se evalué el crecimiento de los
tubos polinicos en pistilos considerando la distancia recorrida y el porcentaje de tubos.
Para ello se dividi6 el pistilo en tres partes: primer tercio del estilo, segundo tercio del
estilo y dltimo tercio del estilo. En cuanto al porcentaje se tomaron tres rangos: 100-80 %,
80-40 % y 40-10 %, considerando el 100 % como la cantidad granos de polen encontrados
en estigma. Se evaluaron al menos 10 pistilos en cada uno de los tratamientos (dos afos).

Los resultados fueron presentados mediante graficos agrupando los cruzamientos segtn la
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especie tomada como madre y a través de una tabla con todas las combinaciones

considerando solo porcentajes de tubos polinicos mayores al 40 % (Pandey, 1962)
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RESULTADOS

Receptividad de estigmas y viabilidad de polen

Como muestra la tabla 1, las ocho especies exhibieron respuesta positiva a la
aplicacién de perdxido de hidrégeno, en los dos estados de desarrollo floral considerados.
En todos los casos se detect un burbujeo que fue evaluado como respuesta positiva de la
reaccion (Tabla 2). Se observd que los estigmas correspondientes a estados de pimpollo
mas avanzados presentaban una mayor presencia de exudado. Los resultados de
germinacion del polen en el estigma fueron positivos, habiéndose obtenido un 100% de

polen germinado en todos los casos (Tabla 3).

Tabla 1: Tamafio de pimpollos evaluados en la receptividad de estigma (cm) en ocho
especies de Nierembergia. Respuesta positiva al peréxido de hidrégeno asociado al

burbul'eo.

Especie Pimpollo “estado temprano” Pimpollo “estado avanzado”
Tamario ! (cm) Receptividad Tamaiio ! (cm) Receptividad

N. linariaefolia 1-2 Positiva 2-2.5 Positiva
N. browalloides 0.8-1.8 Positiva 1.8-2.2 Positiva
N. veitichii 1.2-2.2 Positiva 2.2-2.6 Positiva

N. scoparia 0.8-1.8 Positiva 1.8-2 Positiva

N. aristata 1.8-2.8 Positiva 2.8-3.5 Positiva

N. calycina 4-5 Positiva 5-6 Positiva
N. micrantha *) *) 1-1.4 Positiva
N. ericoides 0.5-1.5 Positiva 1.5-2 Positiva

>kl La longitud de pimpollo se tomo desde la base del mismo hasta el final de la corola extraido de la planta.

*) Dato faltante por presentar un solo estado de desarrollo de pimpollo.

-39 -



Maria Silvina Soto — CAPITULO 11

Tabla 2: Estigmas receptivos, indicado por el burbujeo en respuesta a la reaccién

Eositiva del Eer(’)xido de hidrégeno en ocho esBecies del género Nierembergia.

Especie _ N. linariaefolia N. veitichii N. scoparia N. browalloides

Estigma

receptivo

Especie N. aristata N. calycina N. micrantha N. ericoides

Estigma

receptivo

Tabla 3: Germinacién de granos de polen en autopolinizaciones, de las ocho especies
estudiadas del género Nierembergia.

Especie N. linariaefolia N. scoparia N. browalloides

N. veitichii

Estigma

receptivo

Especie N. aristata N. calycina N. micrantha

Estigma

receptivo
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Crecimiento de tubos polinicos en cruzamientos interespecificos

A continuacién se describe el crecimiento del tubo polinico en el pistilo en los
cruzamientos interespecificos y sus reciprocos. Los resultados fueron agrupados por la
especie utilizada como madre.

N. aristata (9): La mayor compatibilidad se observé con N. veitichii, donde el
crecimiento de tubos polinicos fue normal hasta la base del ovario al igual que la

penetracion de los mismos en la micrépila de los 6vulos (Fig. 1; 2).

Estigma Estilo, Ovario

|
v / T

N.a x N. linariaefolia |—— — s————————————

N.a X N. browalloides | —————————
N. a x N. veitichii
N.a x N. micrantha |mm

N.ax N.ericoides | om—

N.ax N.calycing | ——s—ss—————
N.ax N.scoparia

mmm  1(00-80%detubos =— 80-40%detubocs —— 40-10%«detubos

Figura 1: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N. aristata en
cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del Anexo III- Tabla 1).

Se observo una alta compatibilidad en los cruzamientos de N. aristata con N.
calycina (Fig.1; 2b) y N. linariaefolia. En efecto, 50 % de los tubos creci6 hasta la mitad
del estilo y un porcentaje semejante llegé al ovario, y penetrd en la micrépila de los évulos.
Con N. ericoides y N. scoparia, la mayoria de los tubos polinicos interrumpieron su
crecimiento a lo largo del estilo (Fig. 1; 2¢), llegando al ovario sélo dos o tres tubos. Aun
menor compatibilidad present6 el cruzamiento de N. aristata con N. browalloides, en el
cual la mayoria de los tubos polinicos sélo alcanzé la primera parte del estilo, y el resto la

mitad del mismo. Finalmente, N. micrantha presentd la mayor incompatibilidad con una
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germinacién anormal de los granos de polen, y ausencia de direccién de crecimiento de los

tubos polinicos en el mismo estigma (Fig.1; 2a).

Figura 2. Tubos polinicos en pistilos de N. aristata a las 24 horas
post polinizacién. a- Tubos polinicos detenidos en el estilo (V.
aristata X N. micrantha). b- Tubos polinicos en el ovario (N.
aristata X N. calycina). ¢- Un tubo polinico detenido en el estilo
(N. aristata x N. scoparia). d- Un tubo polinico penetrando por la
micrépila (N. aristata x N. veitichii). Aumento: barra = 10 pm(a);
barra =5 (b) um; barra=1 um (¢) y barra=2 pm (d).

N. calycina (?): En ningln caso fueron observados tubos polinicos en la base del

ovario. Se pudo diferenciar grados de compatibilidad de acuerdo a la distancia recorrida

por los tubos polinicos a lo largo del estilo (Fig. 3).
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Estigma Estilo Ovario
N ~a Y
u‘ bl -

N. ¢ X N. browalloides | n———
N. ¢ X N. ericoides n———

N. ¢ X N. aristatq |———

mmm  100-80%de tubos === 80-40%detubos —— 40-10%de tubos

Figura 3: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N. calycina en
cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del Anexa III-Tabla 2).

En todos los casos la germinacion de los granos polen fue normal y la mayoria de
los tubos polinicos interrumpid su crecimiento en la mitad del estilo (Fig. 3; 4). El menor
crecimiento de tubos polinicos se observé en el cruzamiento de N. calycina con N.
micrantha donde el cese del crecimiento fue completo en la primer parte del estilo (Fig.
4d).

En el cruzamiento de N. calycina con N. scoparia 'y N. ericoides los tubos polinicos
detenidos presentaron un engrosamiento en la punta (Fig. 4a).

En el cruzamiento de N. calycina con N. aristata, N. veitichii y N. linariaefolia, las
puntas detenidas presentaron un color oscuro, cuando se observan con microscopia de
fluorescencia. Su aspecto parece indicar la desintegracion de la pared con la liberacién del

contenido del tubo polinico (Fig. 4b-c).
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Figura 4. Tubos polinicos en pistilos de N. calycina a las 24 horas
post polinizacién. a- Tubos polinicos detenidos en el estilo (N.
calycina x N. ericoides) b- Tubos polinicos detenidos en el estilo
(N. calycina x N. veitichii) ¢- Tubos polinicos detenidos en el estilo
(N. calycina x N. linariaefolia). d- Germinaciéon de polen de N.
micrantha. Aumento: barras=1 pm (a, b); barra = 2 uym (b) y
barra=10 um (d).

N. ericoides (E): La mayor compatibilidad se presenté en el cruzamiento de N.
ericoides con N. scoparia y N. linariaefolia, donde se observé la llegada de totalidad de los
tubos polinicos al ovario con penetracion de évulos en ambos casos (Fig. 5; 6a- b).

Una compatibilidad intermedia se observé en el cruzamientos de N. ericoides con
N. veitichii, N. aristata 'y N. calycina (Fig. 5; 7). En estos casos se produjo la interrupcién

del crecimiento de los tubos polinicos en la mitad del estilo.
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Estigma Estilo Ovario

N. e x N. browalloides
N. e x N. linariaefolia
N. e X N. aristata

N. e X N. veitichii

N. e X N. micrantha
N. e X N. calycina

N. e x N. scoparia

— 100-80%deltubos ==== 80-40%de tubos —— 40-10%de tubos

Figura 5: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N. ericoides en
cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del Anexo III-Tabla 3).

Figura 6. Tubos polinicos en pistilos de N. ericoides a las 24 horas post
polinizacién. a - Tubo polinico penetrando por la micrépila (N. ericoides x N.
linariaefolia) b - Tubo polinico penetrando por la micrépila (N. ericoides x N.
scoparia). Aumento: barra = 2 um (a); barra=1 um (b).

El menor crecimiento fue observado en el cruzamiento de N. ericoides con N.

micrantha y la menor germinacion de granos de polen se observo en el cruzamiento de M.
ericoides con N. browalloides (Fig. 5). . En este tltimo, los tubos polinicos que alcanzaban

el ovario mostraban su extremo oscuro y una desintegracion semejante a la arriba descripta

(Fig. 7a).
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b

Figura 7. Tubos polinicos en pistilos de N. ericoides a las
24 horas post polinizacion. a - Tubo polinico detenido en el
estilo (N. ericoides x N. browalloides) b - Tubo polinico
detenido en el estilo (V. ericoides x N. calycina) Aumento;
barra = 1 um (a); barra=2 um (b).

N. linariaefolia (?): La mayor compatibilidad se observé en el cruzamiento de N.
linariaefolia con N. ericoides y N. scoparia en los que un alto porcentaje de tubos
polinicos alcanz6 el ovario y penetré en los évulos por la micrépila (Fig. 8; 9a- b). Menos
cantidad de tubos polinicos en el ovario, se detectd en los cruzamientos de N. linariaefolia
con N. calycina (Fig. 8).

En los cruzamientos de N. linariaefolia con N. veitichii y N. aristata (Fig. 8), los
tubos polinicos se detuvieron en la mitad del estilo. En el cruzamiento con N. veitichii, s6lo
dos o tres tubos polinicos llegaron a la base del ovario.

La menor compatibilidad se observé en el cruzamiento de N. linariaefolia con N.
micrantha. En este caso, ain cuando el porcentaje de germinacién fue alto (Fig. 8), se

detect6é ausencia total de direccion en el crecimiento de los tubos polinicos en el mismo

estigma
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Estigma Estilo Ovario

| AN

/. Ny

b

N. [xX N. browalloides
N. [ X N. ericoides

N. [ X N. aristata

N. [ X N. veitichii

N. I x N. micrantha
N. 1 x N. calycina
N.Ix N. scoparia

= 100-/0%ktbos = 8040%ktibos —  40-10%etuoos

Figura 8: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N. linariaefolia en
cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del Anexo III- Tabla 4).

Figura 9: Tubos polinicos en pistilos de N. ericoides a las 24 horas
post polinizacién. a- Tubo polinico penetrando por la micrépila (N.
linariaefolia x N. ericoides) b- Tubo polinico penetrando por la
micrépila (N. linariaefolia x N. scoparia). Aumento: barra = 2 (a)
um; barra=5 um (b).
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N. micrantha (9): Se observé una alta compatibilidad con todas las especies,
presentando en todos los casos buena germinacién y un alto porcentaje de tubos polinicos

en la base del ovario con penetracion en la micrépila de los 6vulos (Fig. 10; 11; 12).

Estigma Estilo Ovario

AR

‘.______

N. mXx N. browalloides
N. mx N. linariaefoliq
N. mx N. aristata
N .mx N. veitichii

N.mx N. ericdides

N. mXxN. calydna
N. mx N. scoparia

= {00-%detuoos —— 80-40%detuoos —— 40-10%0e tubos

Figura 10: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N. micrantha
en cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del Anexo III-

Tabla5).

Figura 11. Crecimiento del tubo polinicos en pistilos de N. micrantha a las 24
horas post polinizacién. a- Tubo polinico penetrando por la micrépila (N.
micrantha x N. linariaefolia) b- Tubo polinico penetrando por la micrépila (M.
micrantha —autofecundacion-) Aumento. barra= 2 pm (a), barra=10 um (b)
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Figura 12. Crecimiento del tubo polinicos en pistilos de N. micrantha a las 24
horas post polinizacién. a- Tubo polinico penetrando por la micrépila (N.
micrantha x N. scoparia). b- Tubos detenidos en la base del ovario (N. micrantha

x N. browalloides). Aumento: barra = 5 um (a); barra= 2 um (b).

N. scoparia (?): La mayor compatibilidad se observé en los cruzamientos de M.
scoparia con N. ericoides 'y N. linariaefolia, siendo alto el porcentaje de tubos polinicos

que alcanzan el ovario y penetran en los 6vulos (Fig. 13; 14).

Estigma Estilo Ovario

B e

N. s x N. browal IoidesE
N. s X N. linariaefolia
N. s X N. aristata
N. s X N. veitic hii
N. s X N. micranthq |

N. s X N. calycina
N. s X N. ericoides -

= 100-70%de tubos = 80-40%de tubos —— 40-10%de tubos

Figura 13: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N.
scoparia en cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del
Anexo III- Tabla 6).
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Figura 14. Crecimiento del tubo polinicos en pistilos de N. scoparia a
las 24 horas post polinizacién. a- Tubo polinico penetrando por la
micrépila (N. scoparia x N. ericoides). ¢- Tubo polinico penetrando por
la micrépila (N. scoparia x N. linariaefolia). Aumento: barra = 2 (a)
um; barra =5 um (b).

En los cruzamientos de N. scoparia con N. aristata, N. veitichii y N. calycina los
tubos polinicos interrumpieron su crecimiento en la mitad del estilo. La menor
compatibilidad se observé en los cruzamientos con N. micrantha y N. browalloides, en los
cuales, la mayoria de los tubos polinicos interrumpieron su crecimiento en la primera
porcién del estilo.

N. veitichii (}): La mayor compatibilidad se present6 en los cruzamientos con M.
aristata, donde la totalidad de los tubos polinicos alcanzé la base del ovario (Fig. 15; 16a).

Un menor porcentaje de tubos polinicos en ovario se detectd en los cruzamientos de
N. veitichii con N. scoparia, N. ericoides y N. calycina (Fig. 15; 16b), pero en todos los
casos se observd penetracion de los tubos polinicos en los évulos. Baja compatibilidad se
presento en el cruzamiento de N. veitichii con N. micrantha, en el cual los tubos polinicos

detuvieron su crecimiento en la primera parte del estilo.
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Estigma Estilq Ovario
| |
i \ v

SR ol e——
N. vX N. aristata

N. v X N. browalloides

N. vX N. micrantha

N. vX N. ericoides

N.vx N. calycina
N. vx N. scoparia

mmm  100-70%de tubos = 80-40%de tubos —— 40-10%de tubos

Figura 15: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N. veitichii en
cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del Anexo III- tabla7).

Fig. 16. Crecimiento del tubo polinico en pistilos de N. veitichii a las 24 horas
post polinizacién. a- Tubo polinico penetrando por la micrépila (V. veitichii x N.

aristata). b- Tubo polinico en ovario (N. veitichii x N. scoparia). Aumento:
barra= 2 pm(a); barra = 5 um(b).

N. browalloides (?): La mayor compatibilidad se present6 en el cruzamiento de M.

browalloides con N. calycina, N. scoparia, N. ericoides y N. linariaefolia. En todos ellos la

totalidad de los tubos polinicos alcanzo el ovario (Fig. 17).

En los cruzamientos con N. aristata y N. veitichii, 1a germinacién de los granos de

polen fue normal, aunque los tubos polinicos interrumpieron completamente su
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crecimiento en la primera parte del estilo. En el cruzamiento de N. browalloides con N.
micrantha se observd baja germinacién de granos de polen y la interrupcién del

crecimiento de los tubos polinicos se produjo en la primera parte del estilo.

Estigma Estilo Ovario
YN AL N

N be linariaefOlia 1 e—
N. b x N. ericoides | s
N. b x N. aristatq |m———
N. b x N. veitichii | mmmm———
N. b x N. micranthq |
N. b x N, calycing | ) e
N.bx N. Scoparia | e

mmm  100-70%de tubos = 80-40%de tubos —— 40-10%de tubos

Figura 17: Crecimiento de tubos polinicos sobre pistilo de N.
browalloides en cruzamientos interespecificos (Datos proveniente del

Anexo III- tabla 8). .

En la tabla 4, se presentan las relaciones EPET (Estigma-Polen/Estilo-Tubo
polinico) en todos los cruzamientos y sus reciprocos. Los cuadros resaltados con lineas
bord6 marcan los cruzamientos entre especies que pertenecen a un mismo subclado de
acuerdo a los resultados del estudio filogenético presentados en el Capitulo I: N. aristata
con N. veitichii; en la topografia encontrada con rp/14 y los dos subclados, N. linariaefolia
con N. micrantha; N. ericoides con N. scoparia, en la topografia encontrada con rp/14,
trnK y #rnL combinados. Segun los patrones encontrados en la relacion EPET se puede
observar que en todos los casos la compatibilidad es alta dentro de cada subclado, con la
presencia de tubos polinicos en el ovario, exceptuando al subclado que involucra a M.

micrantha. En esta tltima especie la compatibilidad es uni-direccional.
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Tabla 4: Patrones de compatibilidad a nivel estigma-estilo en
cruzamientos interespecificos.

E

N.a Nv Nc Ne Ns NI Nm Nb

Na | - 0 0 0 ® o 0 )

Nv | o - 0 e o 0 )

g Nc | o o - 0 o o O
Ne | @ | o [0 | ~ o o | o o

N.s ) o) o e - ¢} ¢ e

N.| 0 0 o o O B o o

Nm | ) ) ) - )

L Nb | g ) 9 A o o o ”

O > 40% de tubos polinicos presentes en ovario.

® > 40% de tubos polinicos presentes en el dltimo tercio del estilo.
@ > 40% de tubos polinicos presentes en el segundo tercio del estilo.
@> 40% de tubos polinicos presentes en el primer tercio del estilo.

® ausencia de direccion de crecimiento de los tubos polinicos en estigma
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DISCUSION

Teniendo en cuenta que el modelo de auto-incompatibilidad gametofitica propone
que la incompatibilidad se expresa en el nivel del estilo (Nettancourt, 2005; Pandey, 1969)
y asumiendo que procesos semejantes pudieran regir la incompatibilidad interespecifica
(Liedl et al. 1994), se analiz6 con éxito la relacion EPET en el género Nierembergia. En
este sentido, los estudios realizados en Nierembergia se apoyaron en lo que se conoce en
Solanum spegazzini Bitt. (Erazzd, 1999), especie en la que se demuestra que la auto-
incompatibilidad se manifiesta por la inhibicién del crecimiento del tubo polinico, en
diferentes niveles del estilo.

La germinacién de granos de polen en estigmas inmaduros, mostré que la presencia
de exudado conspicuo no es necesaria para la germinacion del mismo ya que, en todas las
especies estudiadas (N. linariaefolia, N. aristata, N. veitichii, N. scoparia, N. ericoides, N.
browalloides, N. micrantha y N. calycina) la germinacién de los granos de polen en los
estigmas jovenes fue exitosa. Esto ya habia sido detectado en Petunia, otro género de
Solanaceae, en el que Shivanna (2005) demuestran que el porcentaje de germinacién de
granos de polen en los estigmas jévenes (con escaso exudado) es igual al de los estigmas
maduros (con abundante exudado) (Lush et al., 1998).

Shivana y Sastri (1981) detectan en los estigmas humedos de flores muy jovenes de
Petunia hibrida y Nicotiana tabacum una fina pelicula, vinculada a la receptividad
estigmdtica. Estos autores consideran que se trata de una sustancia de naturaleza diferente a
la del exudado, y que la germinacion de granos de polen en estado juvenil se produce sin
presencia de exudado. Su comportamiento seria semejante de los estigmas secos (Shivanna
y Ram, 2005). Otros estudios realizados en Lilium por Ghosh y Shivanna (1984) proponen
que la ausencia de exudados establece la primera barrera de incompatibilidad, y que esta

barrera es pasiva, estando vinculada solamente a la adhesion y no a la germinacion de los
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granos de polen. En las especies de Nierembergia aqui estudiadas no se detecta esta
pelicula pero es posible que la misma exista y pueda ser observada como una delgada capa
por encima de la cuticula, sélo visible con microscopia electronica de transmision. Este es
un tema que serd investigado en el futuro préximo.

Con respecto al crecimiento del tubo polinico, especificamente con respecto a la
direccion de su crecimiento, se observo que éstos nunca se desviaban, dirigiéndose siempre
hacia la base del ovario. Este comportamiento permite asumir que el sistema de
incompatibilidad no estaria involucrado con la direcciéon del crecimiento de los tubos
polinicos en el estilo. Uno de los modelos que explican la conservacion de la direcciéon de
crecimiento se basa en la estructura del tejido de transmisién que se encuentra en los
estilos sélidos, tipo de estilo que caracteriza a la familia Solanaceae (Lush et al. 2000).
Otro modelo alternativo o complementario, se constituye sobre la base de aspectos
bioquimicos, encontrados en la matriz extracelular del tejido materno en contacto con el
tubo polinico, donde un gradiente diferencial de glicosilacion de los niveles de proteinas
especificas, estarian involucrados en la direccién del crecimiento (Cheung et al. 2000;
Cheung ef al. 1995; Cheung, 1995; Wu ef al., 1995 Wang et al., 1993;). Ambos modelos
sustentan la hipdtesis propuesta en este trabajo, la cual considera que en Nierembergia la
direccion de crecimiento estd a cargo solamente del tejido esporofitico, y por lo tanto no
puede ser relacionada con los mecanismos de incompatibilidad.

Los cruzamientos interespecificos entre las especies de cada uno de los subclados
establecidos en el capitulo I de esta tesis resultaron compatibles, con una excepcion: es el
caso de N. micrantha cuando es utilizada como padre. Esta dltima presenta una longitud
del estilo marcadamente menor en comparacion con el resto de las especies estudiadas.
Teniendo en cuenta esta diferencia propongo como hipétesis que los tubos polinicos

proveniente de especies con estilos-cortos no pueden recorrer los estilos de especies con
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estilos-largos y la causa es una carencia nutricional. Dichos resultados pueden estar
relacionados con una incompatibilidad interespecifica dada por el agotamiento de reservas
del grano de polen, el cual estaria adaptado para germinar en un estilo de menor longitud
(Kho y Baér, 1973). Estudios presentados por Aguilar et al. (2002), demuestran una
correlacion positiva entre el tamaiio del polen y el largo del estilo en la tribu Lycieae Hunz
(Solanaceae). Dicha correlaciéon es interpretada por Baker y Baker (1982) como una
relacién funcional entre la reserva de energia del grano de polen y la distancia estigma-
ovulo. En general, el crecimiento del tubo polinico estd condicionado por los componentes
del grano del polen y por procesos fisico-quimicos envueltos en la relacién estigma-estilo-
tubo polinico (Williams et al. 1982). El grano de polen puede contener carbohidratos,
lipidos, proteinas (de reserva y enzimas) y amino-dcidos, todos esenciales para el
crecimiento del tubo polinico; sin embargo muchos de estos componentes no son
sintetizados durante el crecimiento, y necesitan ser absorbidos desde el estilo, siempre y
cuando se reconozcan los ARNm especificos para dichas funciones (Torres, 2002).

Tal como propone Torres (2002) en géneros pertenecientes a la familia Asteraceae,
el crecimiento del tubo polinico en Nierembergia podria estar asociado al soporte
nutricional del mismo por parte del estilo, bajo el control de un mecanismo especifico
relacionado con cada especie. Si asi fuera, esto constituye entonces una barrera de
incompatibilidad interespecifica. Este tema amerita futuros estudios.

En los cruzamientos interespecificos, donde fueron utilizadas como madres las
especies N. calycina y N. ericoides, se observéd una interrupcion en el crecimiento de los
tubos polinicos que fue acompafiada por un engrosamiento de calosa en la punta del
mismo, terminando en algunos casos con una aparente ruptura. Este fendmeno fue citado
en Lycopersicon peruvianum Mill. por Nettancourt et al. (1974) y en otros sistemas donde

la acumulacién de calosa provoca un estallido en la punta del tubo polinico con la
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consecuente liberacion de las gametas en forma prematura, presentindose como otro
mecanismo involucrado en el sistema de incompatibilidad gametofitica (Dumas y Knox,
1983). Este hecho es también descrito por Williams et al. (1982) en cruzamientos
interespecificos en Rhododendron.

Finalmente se puede concluir que los cruzamientos interespecificos entre las
especies pertenecientes a los mismos sub-clados establecidos en el capitulo I (V. aristata -
N. veitichii, N. scoparia - N. ericoides, y N. linariaefolia - N. micrantha) constutiyen los
cruzamientos putativamente mas exitosos para la obtencion de hibridos con excepcion de
aquel que presenta a N. micrantha como padre. Sin embargo, la obtencién de hibridos entre
especies pertenecientes a un mismo clado, también podria ser posible con la aplicacién de
técnicas de mejoramiento que permitan sortear posibles barreras de incompatibilidad. La

técnica conocida como rescate embrionario es una de ellas (Dinu et al. 2005).
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INTRODUCCION

Las barreras que limitan los métodos sexuales de reproduccion en algunos casos
han sido identificadas primero y sorteadas después produciendo variaciones genéticas y

eventualmente germoplasma mejorado (Dinu et al. 2005).

El conocimiento previo de la naturaleza de las barreras de incompatibilidad es lo
que permite seleccionar o desarrollar diferentes métodos para sortearlas. Entre los métodos
utilizados pueden mencionarse como ejemplos la polinizacién en estado temprano de
pimpollo, el uso de diferentes formas de polinizacion, el injerto de estilo (Van Tuyl y Jeu,

2005).

Las barreras de incompatibilidad se establecen antes o después de la polinizacién.
A su vez, las barreras postpolinizacion pueden constituirse antes o después de la
fecundacion. Entre las barreras de postfecundacion la mas comiin es el aborto del embrién
hibrido en diferentes estados de desarrollo (Shivanna, 2005). Los factores involucrados que
han sido identificados son varios, entre ellos, presencia de genes letales, desarmonia

genética en el embrion o fracaso del desarrollo del endosperma en etapas tempranas

(Shivanna, 2005).

En cuanto a las barreras de prefecundacion, Shivanna (2005) las clasifica
considerando el lugar del gineceo en donde se ejerce la incompatibilidad: (i) en la

superficie del estigma; (ii) en el estilo; (iii) en el ovario/6vulo.

En Solanaceae se han identificado barreras que incluyen esterilidad masculina
nucleo-citoplasmatica (Shifriss, 1997), poliploidia (Thompson y Lumaret, 1992),

interaccion estilo-tubo polinico (de Nettancourt, 2005) e interrupcién del desarrollo del

-59 -



Maria Silvina Soto — CAPITULO III

endosperma (Friedman, 1998), lo que probablemente resulte en el aislamiento

reproductivo de las especies de Solanum (Hanneman, 1999).

Con respecto al endosperma, existen estudios que demuestran su rol esencial en el
desarrollo de la semilla, tanto en la nutricion del embrion como fuente de sefiales
requeridas en la embriogénesis (Brink y Cooper, 1947; Berger 1999). La interrupcién del
desarrollo del endosperma ha sido sefialada en el género Solanum de la seccién Petota,
como mecanismo preventivo en la hibridacién entre especies, las cuales estdn aisladas

desde el punto de vista reproductivo (Johnston y Hanneman, 1982).

Teniendo en cuenta los cruzamientos entre plantas con diferentes niveles de ploidia,
varias hipétesis han sido propuestas para explicar la interrupciéon en el desarrollo del
endosperma que se produce cuando los cruzamientos resultan incompatibles. La relacién
gendmica materna:paterna 2:1 en el endosperma, ha sido considerada una condicion
necesaria para el éxito en el desarrollo del endosperma tanto en cruzamientos
intraespecificos como interespecificos (Quarin, 1999). Aunque todos los casos de
cruzamientos intraespecificos con diferentes niveles de ploidia se ajustan a esta propuesta,
no sucede igual con los cruzamientos interespecificos. Una causa aparente es la
intervencion de genes especificos en el desarrollo del endosperma de los hibridos, los que
pueden tener diferentes valores o “fuerzas” segun las especies, sin tener en cuenta el nivel
de ploidia (Masuelli y Camadro, 1997). De acuerdo a Johnston et al (1980), para cada
especie existe un nimero efectivo, esto es; el Balance del Numero Endospérmico (BNE),
el cual no tiene que tener necesariamente una relacion directa con el nivel de ploidia.

Es importante destacar que los estudios de embriogénesis y/o endospermogénesis
en cruzamientos interespecificos, puede ayudar a explicar el papel que juega dentro de las
barreras de incompatibilidad, el complejo sistema del BNE en niveles pre y post-cigdticos

(Masuelli y Camadro, 1997). Estos estudios también proporcionan informacién valiosa
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para la aplicacion precisa de técnicas de rescate embrionario, las cuales posibilitan el
aislamiento de embriones o la transferencia de los mismos a un medio nutritivo especifico
para su crecimiento y diferenciacidn in vitro antes que la semilla colapse (Jhon y Cooper,
1958). Las técnicas de cultivo in vitro aplicadas al mejoramiento son utilizadas para sortear
barreras postfecundacién causadas por la interrupcién en el desarrollo del endosperma o el
aborto del embrién (Van Tuyl y Jeu 1997).

El rescate embrionario, como metodologia para la obtencién de hibridos, ha sido
utilizado exitosamente en muchos cultivos, siendo Lilium el género modelo en las técnicas
de manipulacién de estilo y de cultivo in vitro (Van Tuyl y Jeu, 2005). Otros ejemplos en
los cuales se haya empleado el rescate embrionario para la obtencién de hibridos
interespecificos, se encuentran en los géneros Allium L., Lycopersicum, Solanum,
Alstroemeria L., Datura L. (Van Tuyl y Jeu 2005). También su utilizacién se extiende a
hibridos intergenéricos, como los obtenidos entre los géneros Sinapis L. y Brassica L. El
rescate embrionario presenta dos puntos a tener en cuenta, el primero es el aislamiento del
embridn, y aqui se debe considerar el estado del mismo y la metodologia utilizada. El
segundo punto es el medio 6ptimo en el cual debe desarrollase el embrion para asegurar el

crecimiento y la diferenciaciéon (Van Tuyl y Jeu, 2005).

Embriologia de la familia Solanaceae.

De acuerdo a Johri et al. (1992) los géneros estudiados hasta el momento en la
familia Solanaceae presentan en comun las siguientes caracteristicas embrioldgicas: el
6vulo es hemiandtropo, andtropo o campilétropo, unitegumentado y tenuinucelar. El
endotelio generalmente se diferencia en el estado 2-nuclear del saco embrionario,
encontrando variaciones como: ausencia de este tejido en N. tabacum y presencia

prominente en Capsicum (Johri et al. 1992). En la nucela se diferencia una unica
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arquéspora o varias. Una unica célula funciona como célula madre de las megdasporas, la
cual por meiosis produce una tétrada linear o en forma de “T”. La megdspora calazal
genera un gametofito de tipo Polygonum, es decir monospdrico, 7-célular, 8-nucleado en la
mayoria de los casos pero en Capsicum frustescencens var. tabaco L. H. Bailey, C. nigrum
Willd. y C. pendulum Willd. el saco embrionario es de tipo A//ium, es decir bisporico 7-
célular, 8-nucleado Las sinérgidas alargadas y las antipodas son efimeras (Johri et al.
1992).

En el género Solanum la fecundacién ocurre entre 24 y 48 h posterior a la
polinizacién. La primera division del nidcleo endospermogénico se produce 48 h PP
(posterior a la polinizacién) y la divisiéon del cigoto ocurre aproximadamente con el
endosperma de 40-células (Johri et al. 1992).

Los tres tipos de desarrollo de endosperma reportados en Solanaceae por Johri et
al. (1992) son: el tipo Celular, el cual se presenta como el mas comun, el tipo Nuclear que
ocurre en Salpiglossis picta Sweet, Scopolia atropoides Bercht. & J. Presl y Schizanthus
pinnatus Ruiz & Pav. y el tipo Intermedio que se reporta en Hyoscyamus orientalis M.
Bieb.

El desarrollo del embrién corresponde al tipo Solanaceae en Sclerophylax

caducifructus Di Fulvio, y de tipo Onagraceae en Capsicum annuum L. (Johri et al. 1992).
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OBJETIVOS

W/ Corroborar la cercania filogenética reportada en el capitulo I de esta tesis, con la

obtencion de desarrollos normales de embrién y endosperma.

W' En cada cruzamiento incompatible, detectar el estado de desarrollo del endosperma

y del embrién en el que se expresa la incompatibilidad para aplicar técnicas de

rescate de embriones.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Flores de N. linariaefolia (Cod. IF: 19990112-26 ), N. ericoides (Cod. IF:
20020320b2), y a N. scoparia (Cod. IF: 20051213a1) (Anexo I- B).
Ovarios de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 13 dias post-polinizacién (DPP)

provenientes de cruzamientos interespecificos dirigidos.

METODOLOGIA.

Cruzamiento y fijacion del material

Los cruzamientos dirigidos fueron efectuados en estado de pimpollo. La
emasculacion fue realizada previa polinizacion; los pimpollos fueron abiertos con una
pinza, extrayendo las anteras conjuntamente con la corola e inmediatamente fue depositado
sobre el estigma polen fresco. La polinizacion artificial fue realizada en todos los casos en

el periodo de diciembre a marzo, durante dos afios consecutivos.

Preparacion del material para microscopia

Los ovarios fueron fijados en glutaraldehido 2.5 % en buffer fosfato pH 7.2 a 4 °C,
posteriormente deshidratado en una serie de alcohol etilico/xilol y embebido en parafina
(O' Brien, 1981). Se realizaron cortes seriados de 810 um, utilizando un micrétomo
rotativo (tipo Minot) y cuchillas descartables (PATHO CUTTER II, 35°/80mm). Las
secciones fueron coloreadas con safranina-verde indeleble (fast green) y montados sobre
un medio sélido (Bdlsamo de Canad4 sintético -Biopack) con un indice de refraccion tde
1.54. Las secciones fueron analizadas usando microscopia de campo claro (Olympus) y las

fotografias fueron tomadas con una cdmara digital Olympus C- 5060 .
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RESULTADOS

Los cruzamientos interespecificos realizados entre tres especies de Nierembergia,
dieron como resultado dos combinaciones compatibles (Fig. 1; 2) y cuatro no compatibles
(Fig. 3-6). A continuacién se describe la fecundacién, la endospermogénesis, la

embriogénesis y el desarrollo del endotelio en cada uno de estos cruzamientos.

DESARROLLO EMBRIONARIO EN CRUZAMIENTOS INTERESPECIFICOS
COMPATIBLES

N. ericoides x N. scoparia (Ne x Ns)y N. scoparia x N. ericoides (Ns x Ne)
Fecundacion

En las combinaciones Ne x Ns (N. ericoides x N. scoparia) y Ns x Ne (N. scoparia
x N. ericoides) se observo que el porcentaje de la fecundacion fue 100 %.

En el momento de llegada del tubo polinico a la micrépila se observé que el saco
embrionario estd totalmente desarrollado. La doble fecundacién se produce 2 DPP (dias
posteriores a la polinizacion) en ambos cruzamientos, sin diferencias entre ellos. En este
proceso, se visualizé que el tubo polinico descarga su contenido en una de las sinérgidas a
través del aparato filar. La sinérgida receptora del contenido del tubo polinico, se
diferencia de la otra a partir del momento mismo de la descarga. La sinérgida penetrada se
presenta fuertemente coloreada, resultando dificil diferenciar nicleos o vacuolas. La otra

sinérgida exhibe claramente su nucleo en posicion calazal y su vacuola, micropilar (Fig.

la; 2a).

Endospermogénesis

A partir del dia 3 PP se iniciaron las divisiones que dan origen al endosperma. A

cada division de nucleo le sigue la citocinesis, por lo que el endosperma corresponde al
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tipo celular (Fig. 1d; 2c¢). Las células en las primeras divisiones se muestran altamente
vacuolizadas. El dia 9 PP terminan la fase de divisiones celulares y se inicia la fase de
acumulacién de reservas; en esta etapa las vacuolas se cargan de proteinas y se fragmentan
en cuerpos proteicos, por lo que la sintesis de proteinas en esta etapa es muy activa (Fig.

1f-g; 2e-g)..

Embriogénesis

Hasta el dia 5 PP el cigoto permanece indiviso (Fig. 2b). La primera division del
cigoto se observé a los 5 DPP. Esta primera divisién origina la célula basal y a la célula
apical, precursoras del suspensor y del embrién propiamente dicho, respectivamente
(Fig.1c; 2¢). El embrion globular 8-celular fue observado el dia 6 PP con un tamafo
promedio de 1.75 um de didmetro para ambas combinaciones (Fig.le; 2d) (Tabla 1). El
crecimiento del embrion continué normal con una tamafio promedio de 3.1 ymy 2 ym a
los 8 DPP para Ns x Ne y Ne x Ns respectivamente (Tabla 1). A los 10 DPP los tamaios de

los embriones observados alcanzaron un tamafio de 3 a 9 um para ambas combinaciones.

Tabla 1: Desarrollo embrionario en cruzamientos interespecificos compatibles entre

N. scoparia y N. ericoides. Didmetro en micrones del embrién a los 6, 8 y10 DPP*.
6 DPP (um) 8 DPP (um) 10 DPP (um)

N. scoparia x N. ericoides 1.75 3.1 3-8.5
N. ericoides x n. escoparia 1.75 2 3-9.1

*DPP; Dias Posteriores a la Polinizacién

Desarrollo del endotelio

Para ambas combinaciones el desarrollo del endotelio es normal, es decir 1-
estratificado y acompafia el crecimiento del endosperma en forma armoniosa. El
crecimiento del tejido se produce por divisiones de sus células en sentido anticlinal (Fig.

1f- h; 2a- g).
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Figura 1: N. ericoides Xx N. scoparia (compatible) embriogénesis u
endospermogénesis. a- 1 DPP b- 4 DPP. ¢- 5 DPP. d- 5 DPP, Endosperma celular.
E- Embrion estado globular, 6 DPP. f- 9 DPP. g- 10 DPP. h- 23 DPP. Abreviatura:
CA, célula apical; CB, célula basal; Z, cigoto; Co, cotiledén; E, endosperma.
Aumentos: barras = 3 um (a, d, f, g, h), barras = 1 pm (b, c, )
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Figura 2: N. scoparia x N. ericoides (compatible), embriogénesis vy
endospermogénesis. a- 1 DPP. b- 3 DPP. ¢- 5 DPP. d- 6 DPP. e- 9 DPP. f- 9 DPP g-
10 DPP. Abreviaturas: E: Endosperma, End: endotelio, Su: suspensor, Z: cigoto,
Em: embrién. Aumentos: barras = 1 um (a, b) barras = 3 um (d, e), barras = 5 um

(c.f, 2
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DESARROLLO EMBRIONARIO EN CRUZAMIENTOS INTERESPECIFICOS

RECIPROCOS INCOMPATIBLES.

A) N. ericoides x N. linariaefolia (Ne x NI) y N. scoparia x N. linariaefolia (Ns x NI).
Fecundacion

En las combinaciones Ne x NI (N. ericoides x N. linariaefolia) y Ns x NI (N.
scoparia x N. linariaefolia) se observo que el porcentaje de la fecundacién fue 100 %..

Se observé que en el momento en el que el tubo polinico alcanza la micrépila el
saco embrionario estd maduro (Fig. 3a; 4a). En ambas combinaciones, la doble
fecundaciéon se produjo a los 2 DPP, es decir resultd similar a lo descrito en las
combinaciones compatibles.

La doble fecundacién fue normal al igual que lo observado en los cruzamientos
compatibles: el tubo polinico descarga su contenido en una de las sinérgidas a través del
aparato filar. La sinérgida receptora de la descarga del tubo polinico se diferencia de la otra
a partir del momento de la descarga (Fig. 3a; 4a),. En ambas combinaciones la doble
fecundacion da origen al cigoto (Fig. 3b-h; 4b-g), producto de la fusién 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.

Endospermogénesis

En ambas combinaciones, las primeras divisiones de la célula endospermogénica se
inician a partir del dia 3 PP (Fig. 4b). En la combinacién Ne x N/ a los 5 DPP se interrumpe
el desarrollo del endosperma. Contrariamente, el endotelio contintia su crecimiento, que se
vuelve descontrolado proyectdndose hacia el espacio ocupado por el endosperma y
terminando por comprimirlo completamente, entre los dias 10 (Fig. 3f), 11 y 12 PP (Fig.

3g-h). Entre los dias 9 y 13 PP se observa que el endosperma estd poco desarrollado, es
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anormal y no acumula reservas (Fig. 4d-h). En la combinacion Ns x Ne el endotelio tarda
mas tiempo en ocupar el lugar del endosperma, alrededor del dia 13 PP. Cabe destacar que
en ambas combinaciones las células del endoperma en ningin momento cargan reservas,

manteniéndose siempre la vacuola central (Fig. 4f-h).

Embriogénesis

En ambos cruzamientos, el cigoto permanece indiviso hasta el dia 5 PP (Fig. 3b).
La primera division origina la célula basal y la célula apical (Fig. 3c). La embriogénesis es
normal hasta el dia 6 PP, y los embriones alcanzan tamafios de 1 um de didmetro, lo cual
significa embriones de menor desarrollo (57 %) comparados con las combinaciones
compatibles (Ne x Ns y Ns x Ne) en este estado. A partir del dia 7 PP se observé un mayor
crecimiento en la combinaciéon Ne x N/, llegando a tamafos médximos de 2.5 um de
didmetro el dia 10 PP (Fig. 3e). En contrapartida en la combinacién Ns x NI/, muy pocos
embriones fueron detectados con tamafios superiores a los 2 um de didmetro. Los tamafios

maximos se alcanzaron alrededor del dia 13 PP (Fig. 4h).

Desarrollo de endotelio

Para ambas combinaciones, Ne x N/ 'y Ns x NI, el desarrollo del endotelio es
normal en los primeros dias, sufriendo una hiperplasia semejante en los dos casos a partir
del 7 y 9 DPP respectivamente: se comenzé a observar un crecimiento anormal del
endotelio originado por divisiones anticlinales de las células del mismo (Fig. 3e-h; 4f-h)
que no fueron acompaiiadas con un desarrollo del endosperma. Esto provocd un
plegamiento del tejido, el cual invadi6 el espacio ocupado por el endosperma (Fig. 3h).

Si bien en una primera etapa este plegamiento podria deberse a la falta de desarrollo

del endosperma que lo acompaid, en dias posteriores se verific6 que se producia un
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crecimiento anormal (hiperplasia), cuando se lo compara con el desarrollo del endotelio en

los cruzamientos compatibles (Fig. 3h; 4h).
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Figura 3: N. ericoides x N. linariaefolia (incompatible) embriogénesis y
endospermogénesis. a- 2 DPP. b- 3 DPP. ¢- 5 DPP. d- 7 DPP. e- 10 DPP. f- 13 DPP. g-
10 DPP. h- 13 DPP. Abreviatura: CA, célula apical; CB, célula basal; End,
endostelio; Em, embrién; Su: suspensor, Z: cigoto. Aumentos: barras = 1 um (a, b, ¢,
d), 5 um (e, f, g), 10um (h)
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Figura 4: N. scoparia x N. linariaefolia (incompatible) embriogénesis y
endospermogénesis a- 1 PP. b- Endospermogénesis, 3 DPP. ¢- 4 DPP. d- embrién a
los 8 DPP. e- 8 DPP. f- 9 DPP. g- 9 DPP, endotelio anormal h- 13 DPP, endotelio
anormal. Abreviatura: Em, embrion; End, endotelio; Nen, nucleos
endospermogénicos. Aumentos: barras =1 um (a); 2.5 um (b, e, f, h); 5 um (d); 10
um (g)
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B) N. linariaefolia x N. ericoides (Nl x Ne) y N. linariaefolia x N. scoparia (NI x Ns)
Fecundacion

En las combinaciones N/ x Ne (N. linariaefolia x N. ericoides) y NI x Ns (N.
linariaefolia x N. scoparia) el nimero de 6vulos fecundados fue menor que en las
combinaciones reciprocas. Los porcentajes de fecundacion fueron del 25 % y 32 % para las

combinaciones N/ x Ns y NI x Ne respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2.: Eficiencia de fecundacién en cruzamientos interespecificos incompatibles,
utilizando N. linariaefolia como madre y N. ericoides y N. scoparia como padres.
Numero de 6vulos fecundados 6 DPP" (tomando 6vulos desarrollados) sobre el total de
ovulos observados en cada campo ovdrico. Entre paréntesis se indica el porcentaje.

N. linariaefolia x N. ericoides N. linariaefolia x N. ericoides
n° 6vulos fecundados/n°® 6vulos totales (%) n° 6vulos fecundados/n® 6vulos totales (%)
X =32% X =25%

7/16 (43) 2/15 (13)

5/22 (22) 1/10 (10)

5/20 (25) 2/14 (14)

5/13 (38 6/14 (42)

5/14 (35) 2/18 (11)

2/14(14) 8/17 (47)

2/18 (11) 6/15 (40)

1/11 (10) 6/11 (54)

#1 " . ., .,
La cuantificacién se realizé sobre 10 campos de observacion.

Al igual que en los cruzamientos anteriores, en el momento en el que el tubo
polinico alcanza la micrdpila se observa que el saco embrionario estd maduro (Fig. 5a; 6a).
Se determiné que la doble fecundacion se produce el dia 3 PP en ambos cruzamientos,
detectindose un retraso en la fecundacion si comparamos los cruzamientos donde N.
ericoides y N. scoparia son utilizadas como madres. En este proceso, el tubo polinico
descarga su contenido en una de las sinérgidas a través del aparato filar. La sinérgida
receptora de la descarga del tubo polinico se diferencia de la otra en forma similar a la

encontrada en las combinaciones estudiadas anteriormente (Fig. 5a; 6a). En ambas
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combinaciones, la doble fecundacién da origen al cigoto (Fig. Sb-h; 6¢c-g) y a la célula

endospermogénica.

Endospermogénesis

En ambas combinaciones, a partir del dia 4 PP se observan las primeras divisiones
de la célula endospermogénica.

En la combinacién N/ x Ns, el dia 6 PP, se observa en la mayoria de los 6vulos
fecundados una interrupcion en el desarrollo del endosperma (Fig. 5b). S6lo un nimero
muy pequeio (2 de 132 6vulos observados) presenta endospermogénesis normal con
acumulacién de reservas a partir del 9 DPP (Fig. 5e- h). Sin embargo, este endosperma que
desarrolla, al final aborta por la hiperplasia del endotelio. En esta combinacién (NI x Ns)
muchos embriones comienzan su desarrollo sin endosperma (Fig. 5¢).

En la combinacién N/ x Ne la endospermogénesis se presenta semejante a la
combinacién anterior (Fig. 6c- e). Sin embargo, el nimero de &vulos con
endospermogénesis avanzada, es decir con acumulacién de reservas, es mayor. Al igual
que en la combinacién anterior, el endosperma con reservas termina abortando por la

hiperplasia del endotelio (Fig. 6e- g).

Embriogénesis

En ambos casos alrededor del dia 6 PP se observa la presencia de embriones (Fig.
5b; 6¢), pero estos presentan malformaciones. La embriogénesis no sigue el programa de
desarrollo normal (Fig. 5b-f), y los embriones malformados alcanzan un tamafio maximo

de 2 um y 1.5 um (Fig. 6¢), para las combinaciones N/ x Ns 'y NI x Ne respectivamente.

Desarrollo de endotelio
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Para ambas combinaciones el endotelio comienza su desarrollo de manera normal
en los primeros dias, pero a partir del dia 6 PP, se inicia una hiperplasia del mismo,
semejante a la que se produce en los dos casos arriba-mencionados. El crecimiento
anormal de las células del endotelio se produce por divisiones periclinales (es decir,
paralelas al plano longitudinal medio del 6vulo) (Fig. 5b- h; 6d- g). El endotelio comprime
ambos, endosperma y embrién ocupando finalmente el espacio de los mismos (Fig. 5f- h;

6f- g).
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Figura 5: N. linariaefolia x N. scoparia (incompatible), embriogénesis y
endospermogénesis. a- 1 DPP. b- 6 DPP. ¢- 7 DPP. d- 8 DPP. e- 9 DPP. {- 10 DPP.
g- 10 DPP. h- 13 DPP. Abreviatura: Em, embrién; End, endotelio; NE, nicleos
endospermdticos. Aumentos: barras = 1 um (g); 2.5 um (d, f, h); 5 pm (a); 10 pm
(b, c,e)
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Figura 6: N. linariaefolia x N. ericoides (incompatible), embriogénesis y
endospermogénesis. a- 1 DPP. b- DPP. ¢- 6 DPP. d- 8 DPP. e- estado de 8§ DPP £-9
DPP g- 10 DPP. Abreviatura: Em, embrién; End, endotelio Aumentos: barras = 1
um (a); 2.5 um (e, f); 10 um (¢, d, b).
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DISCUSION

Los cruzamientos interespecificos entre N. ericoides y N. scoparia resultaron
compatibles, como era de esperar considerando no sélo la alta eficiencia de Ovulos
fecundados y el normal desarrollo del embrién y del endosperma, sino ademads los
resultados filogenéticos obtenidos en esta tesis (Ver capitulo I). Mdas aun, el andlisis
cariotipico reportado por Acosta et al. (2006), muestra que ambas especies estdn agrupadas
por el nimero cromosémico 2n=18, y separadas de las restantes especies, estas dltimas con
nimero cromosémico 2n=16. En sintesis, los estudios embrioldgicos, filogenéticos y
carioldgicos se apoyan unos a otros y permiten prever el éxito en la hibridaciéon. Més ain
estos resultados confirman la validez en Nierembergia del marcador molecular
seleccionado en los estudios filogenéticos.

En las combinaciones incompatibles (N/ x Ne; NI x Ns; Ne x Nl 'y Ns x NI), se
observaron anormalidades en el desarrollo tanto del endosperma como del embridn, las que
fueron acompafiadas de una hiperplasia del endotelio. Las anormalidades mostraron

caracteristicas diferentes de acuerdo al genotipo materno utilizado.

En efecto, en las combinaciones donde N. linariaefolia era utilizada como madre
(Nl x Ns y NI x Ne), se demostré que el desarrollo del endosperma primero y del
embrién después, son interrumpidos por la hiperplasia del endotelio. En estos
cruzamientos, la hiperplasia se genera por divisiones periclinales de las células del
endotelio (esto es, divisiones paralelas al plano longitudinal medio del 6vulo), que
conducen a que el endotelio que normalmente es 1-estratificado, se convierta en un
tejido pluri-estratificado. Este endotelio engrosado invade el espacio ocupado por el
endosperma en desarrollo. El endosperma cuyo desarrollo hasta este estado es normal,
(incluso entra en la fase de acumulacion de reservas), interrumpe el desarrollo y a esta

interrupcion le sucede el aborto del embrion. Un proceso similar es detectado en
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cruzamientos interespecificos entre Nicotiana rustica L. X N. glutinosa L. por Cooper y
Brink (1940), quienes proponen como hipétesis que la hiperplasia del endotelio se
convierte en una barrera que impide el paso de nutrientes, con la consecuente
interrupcion del crecimiento del endosperma primero y del embrién después. Brink y
Cooper (1939) utilizan el término “esterilidad somatoplastica”, por primera vez para
referirse a los 6vulos fecundados colapsados en Medicago sativa L, y asi describir la
formacién de semillas inviables, observando un crecimiento anormal del nucelo, o del
endotelio (hiperplasia) conjuntamente con la falta de nutricién del endosperma y el
aborto del mismo. Una situacidon semejante se presenta en cruzamientos interespecificos
en el género Datura, donde se encontrd una proliferacion del endotelio originada por la
intensa y rapida division celular en todos los planos produciendo una masa de tejido de

origen tumoral (Lee y Cooper, 1958).

En estas combinaciones (N. linariaefolia, E) también se observaron

malformaciones embrionarias, que podrian sugerir ausencia de regulacion del ciclo de
divisiones celulares. Al respecto, Grossniklaus et al. (1985), en Arabidopsis Schur
muestran el control que ejercen un grupo de genes “polycomb” maternos sobre el
desarrollo del embrién. Estos mismos autores sugieren como hipétesis que, en estos
cruzamientos, la falta de sefales desde el tejido materno, causada por la barrera que
genera el endotelio no funcional, impide el ciclo de divisiones normales en la
embriogénesis. Esta teoria se fortalece con estudios realizados en mutantes de
Arabidopsis por Rahagavan (1997) y Mayer et al. (1993) que muestran el efecto de
genes extra-cigéticos en el proceso de embriogénesis. En estas mutantes el tejido
esporofitico y el gametofitico materno juegan un rol primordial en la regulacion del

ciclo de divisiones celulares del embridn.
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En los cruzamientos reciprocos, en los que N. linariaefolia es utilizada como
padre (Ns x Nl 'y Ne x NI), se observé una hiperplasia del endotelio, provocada por
divisiones anticlinales que generaron un endotelio 1-estratificado pero plegado
ocupando el lugar del endosperma. Esta malformacién origin6 un endotelio semejante al
encontrado en algunas especies que tienen un endosperma ruminado como carécter
propio, tal es el caso de Artabotrys odoratissimus Blume (Johri et al. 1992), entre otros.
En los cruzamientos Ns x NIy Ne x NI la degeneracion del endosperma fue previa a la
del endotelio ya que se iniciaba con la interrupcion del desarrollo del endosperma,
aunque posteriormente continuaba por divisiones anticlinales de las células endoteliales,
de una manera no controlada. Esto parece sugerir que en este proceso hay una ausencia
de sefales responsables del control en el desarrollo del endotelio asociada a la
interrupcion temprana en el desarrollo del endosperma. Al respecto cabe sefialar que
estudios realizados en Solanum americanum Mill, sobre los genes, SaPIN2a y SaPIN2b,
evidencian que el funcionamiento normal del endotelio y el correcto desarrollo del
endosperma y el embrién son procesos interdependientes, regulados por vias comunes
(Sin et al. 2006).

La interrupcién del desarrollo del endosperma podria ser ocasionada por un
desbalance en la relaciéon genémica del mismo (Dinu et al. 2005). Desbalances de este tipo
son descriptos por Masuelli y Camadro (1997) en cruzamientos interespecificos inter-NBE
de especies salvajes del género Solanum, donde el NBE juega un rol principal en la
interrupcion del desarrollo del endosperma seguido por una hiperplasia en el endotelio. Al
respecto, la relaciéon gendémica materna:paterna 2:1 en el endosperma ha sido considerada
una condicién necesaria para el éxito del desarrollo del endosperma tanto en cruzamientos
intraespecificos como interespecificos (Quarin, 1999). La viabilidad de las semillas no

siempre depende directamente del nivel de ploidia; de hecho, en Solanum tuberosum L., se
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postula que son dos o tres genes los responsables del sistema NBE (Dinu et al. 2005). Adn
mads, Masuelli y Camadro (2005) reportan que el desbalance endospérmico estd dado por
“fuerzas” (o valores) caracteristicas de cada especie, pudiendo estar relacionado con la
carga alélica o él nimero de genes involucrados.

Teniendo en cuenta estudios cromosémicos en el género Nierembergia, donde se
reporta que N. ericoides y N. scoparia tienen 2n=2x=18 y N. linariaefolia con 2n=2x=16
(Acosta et al. 2006), el presente estudio demostré que el inicio normal de Ia
endospermogénesis se da cuando la especie con menor nimero cromosomico se utiliza
como madre (2n=16 x 2n =18), y que, contrariamente, en el cruzamiento reciproco (2n =18
x 2N=16) el desarrollo del endosperma se interrumpe. En este caso la hipdtesis de la
incompatibilidad dada por un desbalance del nimero endospérmico estaria vinculada a
mayor fuerza génica en aquellas especies con mayor nimero cromosémico gamético.

En las combinaciones incompatibles mostradas en este estudio se encontraron dos
situaciones que corresponden a diferentes mecanismos de incompatibilidad y que sugieren
combinaciones potencialmente mds convenientes para realizar la hibridacion y luego
aplicar técnicas de rescate embrionario. Se trata de los casos en que N. linariaefolia actia
como padre. Los cruzamientos reciprocos (N. Ilinariaefolia E) son descartados
principalmente porque el desarrollo embrionario se vuelve anormal en estados demasiado
tempranos como para asegurar el éxito de la aplicacion de la técnica de rescate
embrionario. Por el contrario, las combinaciones Ne x Nl y Ns x NI, en las que la
incompatibilidad estd dada por un desbalance endospérmico, parecieran ser las putativas
para la obtencion de hibridos.

Finalmente, cabe acotar que Dinu et al. (2005) aplican en el género Solanum,

técnicas de rescate embrionario asociadas a hormonas 2,4-D, para obtener exitosamente
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hibridos inter-NBE e intra-NBE. El rol de las hormonas en estos procesos amerita futuros

estudios.
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INTRODUCCION

Para realizar una buena seleccién de individuos, en el mejoramiento de plantas, se debe
tener suficiente variabilidad genética en las poblaciones originales. Si la variabilidad es
escasa, es necesario desarrollar nuevos tipos por hibridacidén entre especies, tratamientos
mutagénicos y/o cambios en los niveles de ploidia (Horn, 2002). En los cultivos
ornamentales la hibridaciéon interespecifica es considerada uno de los recursos mads
importante para la obtencidén de variacién genética (Van Tuyl y De Jeu, 2005). En efecto,
los cruzamientos interespecificos fueron herramientas bdsicas en programas de
mejoramiento de cultivos ornamentales tales como Rosa L., Chrysanthemum L., Lilium L.,
Gladiolus L., Tagetes L., Delphinium L., Freesia klatt, Hippeastrum Herb. y Alstroemeria
L. (Van Tuyl et al., 2002) entre otros.

El programa de mejoramiento en el género Nierembergia Ruiz & Pav, en el marco del
cual se llevo a cabo esta tesis, se seleccionaron individuos provenientes de poblaciones
segregantes, para la obtencion de variedades ornamentales de propagacion agamica.

Para la obtencién de estos materiales fue utilizada la hibridacién interespecifica entre
N. scoparia Sendtn y N. ericoides Miers La eleccion de estas especies se logrd, por una
parte, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el andlisis filogenético, la relacion
Estigma-Polen/Estilo-Tubo polinico y los resultados provenientes de los estudios de la
embriogénesis y endospermogénesis, todos aspectos que emergieron de esta tesis. Otro
aspecto que se tuvo en cuenta para la eleccion de estas dos especies, fue el componente
ornamental que se expresaba en condiciones de cultivo bajo inverndculo como: abundante
floracién, largo periodo de floracidon, baja susceptibilidad a plagas y enfermedades, bajo
requerimiento de podas y facil manejo para el formado de la planta en maceta. También se
tuvo en cuenta la facilidad de propagacién agdmica (enraizamiento por estacas) de las

especies involucradas. El comportamiento y la expresion de estos caracteres fue diferente
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entre ambas especies: N. scoparia, tiene flores blancas con centro lila y amarillo, mostré
una gran adaptabilidad a condiciones de cultivo con buena capacidad para su propagacion
vegetativa, aunque tiene aspectos negativo como la gran altura alcanzada en maceta (de 0.5
hasta 1 m), y su arquitectura laxa que la hace menos vistosa desde el punto de vista
ornamental (Soto et al. 2007). Por otra parte N. ericoides, no tiene variabilidad en el color
de la flor siendo totalmente blancas con centro amarillo, su periodo de floracién es mayor
que N. scoparia y produce mas cantidad de flores (Soto et al. 2007). Dos aspectos
negativos fueron encontrados en esta ultima especie, uno es la dificultad para ser
propagada agdmicamente y la segunda la susceptibilidad a plagas (trips) observada en
condiciones de cultivo bajo cubierta (Soto et al. 2007).

Los cruzamientos interespecificos dirigidos fueron realizados con el objetivo de
seleccionar individuos que reunieran caracteristicas favorables de las dos especies
progenitoras.

La corroboracion de los hibridos se realiz6 a través de la cuantificacion de ADN por
citometria de flujo. El andlisis se realizé utilizando DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole)
como fluorocromo y luz ultravioleta, con una absorbancia de 350 nm (Johnston ef al. 1999)
y una emision de 450 nm (Dolezel, 1995).

Si bien este fluorocromo no puede ser usado para estimar el contenido de ADN, ya que
se pega preferentemente a las bases adenina-timina (AT) (Kapusciniski, 1995), en estudios
especificos puede ser usado para la identificacion de niveles de ploidia, arreglos en las
pares de bases y estructura de la cromatina en estudios especificos (Manzini et al. 1983).

La seleccion de esta técnica se basé en lo reportado por Buitendijk ef al. (1997) quienes
identificaron con éxito hibridos interespecificos en el género Alstroemeria usando
citometria de flujo y DAPI como fluorocromo, mediante la obtenciéon de valores

intermedios en los promedios de fluorescencia.
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Este andlisis permitié también evaluar la cercania de las especies progenitoras a través
de la estabilidad en el contenido de ADN conjuntamente con la evaluacién de la fertilidad
en los hibridos que fue obtenida mediante el recuento de granos de polen no abortados con
la metodologia citada por Alexander (1969). Esta técnica si bien presenta desventajas ya
que en algunos casos sobrestima la viabilidad (Greissl, 1989), presenta como ventaja un
recuento facil por el contraste que provoca la tincidon.

La evaluacién agrondmica de las caracteristicas ornamentales fue realizada en
condiciones de cultivo bajo invernédculo sobre la poblacion segregante.

Como etapa final fueron seleccionados individuos superiores, en cuanto a
caracteristicas ornamentales, para ser evaluados en produccién siguiendo los pasos

requeridos para el registro de variedades de propagacion agamica.
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OBJETIVOS

W/ Obtener hibridos interespecificos a partir de la informacién reportada en los

estudios embrioldgicos (Capitulo III).

W Evaluar la estabilidad gendmica y la fertilidad de los hibridos, que permite

corroborar la cercania genética entre las especies progenitoras reportada en el

andlisis filogenético (Capitulo I).

® Seleccionar individuos agronémicamente superiores para la obtencion de

variedades ornamentales de propagacién agamica.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Para los cruzamientos interespecificos se utilizaron plantas adultas correspondientes

a N. ericoides (Cod. IF: 20020320b2), y N. scoparia (Cod. IF: 20051213a1) (Anexo I- B)

METODOLOGIA

Cruzamientos dirigidos

Los cruzamientos dirigidos fueron efectuados en estado de pimpollo. La
emasculacion fue realizada previa polinizacién. Los pimpollos fueron abiertos con una
pinza, extrayendo las anteras conjuntamente con la corola. El polen, extraido de flores en
antesis del progenitor masculino, fue inmediatamente depositado sobre el estigma de los

pimpollos. La polinizacion fue realizada durante el mediodia.

Siembra y cultivo de hibridos

Las semillas fueron sumergidas en 4cido giberélico (100 ppm) durante 8 horas,
seguidamente fueron enjuagadas tres veces con agua destilada y puestas a germinar en
cajas de Petri de vidrio con papel absorbente a temperaturas de 20-35 °C. Las pldntulas
fueron trasplantadas a plug (90 alvéolos) con un sustrato de turba:perlita:vermiculita
(2:1:1) y cultivadas a temperaturas de 20-35 ° C. Una vez formada la base radicular las
mismas fueron trasplantadas a maceta de 10 cm de didmetro y cultivados en los
invernaculos del Instituto de Floricultura, INTA - Castelar, (34° 36~ latitud, 58° 40°
longitud).

Para obtener el promedio del porcentaje de germinacién de los hibridos (F1) se

realizaron 3 repeticiones con 50 semillas por repeticion.
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Manejo sanitario de las condiciones de invernaculo
Dentro del manejo de inverndculo se realiz6 un control sanitario preventivo de la
siguiente manera: una pulverizacién sanitaria cada 15 dias utilizando segin las
necesidades, fungicidas (Carbendazim Brometan, Captan, Sumilex 50 , Amistar y Systhane
E ), acaricidas (Acaristop 50 SC) e insecticidas (Applaud, Sumithion, Lupara, Clorpirisem,
Padan 95 SP, Lannate 90 WP, Rubigam, Confidor 35 SC y Vertimec). La utilizacién de
cada producto fue alternada.
También se efectud fertilizacion sistematica del suelo con NPK 43:26:45 ppm una
vez por semana. La forma de aplicacion es fertirriego utilizando dosificadores hidraulicos

(Dosatron).

Obtencion de hibridos y de la poblacion segregante

Para la obtencién de hibridos fueron realizados cruzamientos interespecificos
dirigidos entre N. scoparia y N. ericoides y su reciproco. La compatibilidad entre ambas
especies fue evaluada a través de la eficiencia reproductiva (frutos obtenidos/flores
polinizadas y de la produccién de semillas por fruto (n° semillas/fruto), tomando como
testigo los cruzamientos intraespecificos de N. scoparia.

Para la obtencion de las poblaciones segregantes fueron tomados los hibridos (F1)
con un porcentaje de fertilidad mayor al 90 % (Anexo IV— Tabla 3). Se realizaron dos tipos

de cruzamientos dirigidos: endocruzas y retrocruzas.

Propagacion agamica de individuos selectos
Para la propagacion se tomaron estacas de 4-5 cm de longitud proveniente de ramas
laterales de la planta madre. El material fue puesto a enraizar en plug de 92 alvéolos (una

por cada alvéolo) con sustrato de turba:perlita:vermiculita 1:1:1 (v/v). El enraizamiento se
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realizé sin la utilizacion de hormonas y bajo condicién de microaspersion con una
frecuencia de 10 segundos cada 5 minutos y temperaturas de 30-40 °C. Una vez enraizadas
fueron pasadas a maceta de plastico y cultivadas de la misma manera que las plantas

provenientes de la propagacién por semillas.

Evaluacion del contenido de ADN por citometria de flujo

Se analiz6 el contenido de ADN de las especies progenitoras, de la progenie hibrida
y de las poblaciones segregantes provenientes de endocria y retrocruzas.

Como planta patrén se utilizé N. linariaefolia Graham var linariaefolia poliploides
(4n) (Johnston et al. 1999).

Para la extraccién de nicleos fueron picados 20 mg de hoja fresca de la muestra y
la misma cantidad del estdndar, en forma conjunta con 0.5 ml del buffer de Otto I (Tabla 1)
dentro de una caja de Petri de vidrio. Posteriormente la suspension de niicleos fue pasada
por un filtro de nylon 30um.y vertida sobre el tubo receptor pléstico, al cual se le adiciond
2 ml de buffer de tincién Otto II (Tabla 1) con DAPI [4mg/ml] (Otto, 1990).

Todas las muestras fueron analizadas con un equipo de citometria de flujo Modelo
Partec PA (software Partec Gmbh Alemania) con una ldmpara HBO 100 W/2. Los
parametros del equipo fueron fijados en: una ganancia de 310, una lectura de O hasta 999 y
una velocidad de flujo de 2 ul/s.

El andlisis se realiz6 mediante tres repeticiones separadas en el tiempo de cada
planta evaluada con tres lecturas para cada repeticion (n°) (Dolezel y Bartos, 2005).
Para la cuantificacién de ADN fue calculada la intensidad relativa de fluorescencia (IRF)
(Mishiba et al. 2000), la cual reflejé el contenido relativo de ADN nuclear de las muestras
respecto del patréon y correspondié al cociente entre las medias de intensidad de

fluorescencia de la muestra (divisor) y la del estdndar interno o patrén (dividendo).

92 -



Maria Silvina Soto — CAPITULO IV

Tabla 1: Preparacion de los buffer utilizados para el andlisis de ADN pro citometria de
flujo. ————

Buffer Otto 1 Buffer Otto I1
Acido citrico monohidratado 4.2 g |NaHPO4. 12H0 28.65¢g
0.1M
Tween 20 0.5% v/v 1 ml

Llevar a 200 ml de volumen final, filtrar el | Llevar a 200 ml de volumen final, filtrar el
buffer con un filtro 0.22 um y conservar a | buffer con un filtro 0.22 um y conservar a

[e]

4°C. temperatura ambiente.
Fuente Otto, 1990

Fertilidad de hibridos

La fertilidad de las plantas de las poblaciones hibridas y segregantes fue evaluada
mediante la observacion de granos de polen abortados. Para el recuento de la cantidad de
polen abortado y no abortado fue realizada una tincion diferencial (Alexander, 1969). Para
el andlisis se colectaron granos de polen provenientes de flores en estado de antesis. Los
mismos fueron colocados sobre un porta-objeto con una gota de la solucién de tincién
durante 15°. La esterilidad del polen esta asociada a granos de polen tefiidos de color verde
claro y la viabilidad a granos de polen tefiidos de color rojo. El porcentaje de polen fértil se

determino sobre un total de 400 granos.

Caracterizacion agronomica de la progenie segregante obtenida de los cruzamientos
interespecificos (V. scoparia y N. ericoides)

A partir de una poblaciéon de 335 plantas correspondientes a las poblaciones
segregantes, fueron seleccionadas 57 plantas. Dicha seleccion se realizé basandose en la
arquitectura de la planta, la cual esta dada por el dngulo de insercion y cantidad de ramas
laterales. Fueron identificadas arquitecturas diferentes: Individuos rastreros (ramificaciones
con un angulo cercano a 45°, tendiendo a ser paralelas a la tierra), individuos erectos

(ramificaciones con un 4dngulo menos a 10°, tendiendo a ser perpendicular a la tierra),
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individuos compactos (con muchas ramificaciones y dngulos de insercion cercano a 10°).
Esta seleccidon fue realizada en plantas adultas. Todos los individuos selectos fueron
propagados agédmicamente. Al mes fue evaluado el nimero de ramificaciones por estaca
enraizada y seguidamente fueron trasplantadas a macetas plasticas (10 cm. de didmetro) y
cultivadas en condiciones de invernaculo.

Al inicio de floracién se evalud altura y didmetro de planta, nimero de flores y
didmetro méximo de flor. En esta etapa fue observada la formacién de la planta como

producto final para su comercializacion.
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RESULTADOS

Obtencion de hibridos (F1)
La eficiencia reproductiva (ER) fue mayor al 90 %, en todas las combinaciones de

cruzamientos (Tabla 2).

Tabla 2: Eficiencia reproductiva ER (frutos obtenidos / n°
de flores polinizadas (%)

N. ericoides x N. scoparia 93 (56/60)
N. scoparia X N. ericoides 91 (55/60)
N. scoparia x N. scoparia 95 (57/60)

La produccién de semillas por fruto en la combinacién N. scoparia x N. ericoides
(47.16 semillas/fruto) fue 57 y 53.79 %, menor a la obtenida en las combinaciones N.
scoparia X N. scoparia (110 semilla/fruto) y N. ericoides x N. scoparia (87.66

semillas/fruto) respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3: Produccién promedio de semillas/fruto en

cruzamientos interespecificos (50 frutos)

N. ericoides x N. scoparia 87.66 a

N. scoparia X N. ericoides 47.16b

N. scoparia x N. scoparia 110a

Letras diferentes indican diferencias significativas utilizando el test de
Tukey (p< 0.05)

En la tabla 4 se observa que no hay diferencias significativas, en el porcentaje de
germinacion, entre las combinaciones hibridas (85 y 90 % para N. ericoides x N. scoparia,
N. scoparia X N. ericoides respectivamente) y el testigo (75 % para N. scoparia x N.

scoparia) (Fig.1).
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Tabla 4: Promedio de germinacién de semillas hibridas

(Fhyeltestigo )

N. ericoides x N. scoparia 85 a
N. scoparia X N. ericoides 90 a
N. scoparia x N. scoparia 75a

Letras iguales indican que no hay diferencias significativas utilizando
el test de Tukey (p< 0.05)

. b e
z.’éis 1
s g AN

Figura 1: Semillas hibridas puestas a germinar, 72 hs posterior al tratamiento
con Acido Giberélico. a - N. ericoides x N. scoparia. b - N. scoparia x N.
ericoides. ¢ - N. scoparia x N. scoparia .Aumentos: Barra =5 mm (a; b; ¢)

Estabilidad de la progenie segregante

El andlisis del contenido de ADN obtenido a través del Indice de Intensidad de
Fluorescencia Relativo (IFR) (Mishiba et al. 2000) de las especies progenitoras, mostrd

una diferencia significativa entre ambas, con un valor del IFR promedio de 0.59078998 y

0.52929102 para N. ericoides y N. scoparia respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5: Indice de Intensidad de Fluorescencia Relativo (IFR)

(promedio)

Origen de plantas analizadas IFR (8) + SD

N. ericoides 0.59078998 a + 0.0032
N. scoparia 0.52929102 b + 0.013
hibrido F1 0.55341944 ab + 0.014
hibrido x hibrido (F2) 0.58832876 b + 0.0073
hibrido x N. scoparia (retrocruza) 0.59337811 a + 0.012
hibrido x N. ericoides (retrocruza) 0.56711235 a + 0.019

Letras diferentes indican diferencias significativas utilizando el test de Tuckey (p< 0.05)
fuente de datos Anexo IV— Tabla 1
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Si bien los valores promedios de IFR de los hibridos son intermedios no mostrando
diferencia significativa con las especies progenitoras (Tabla 5), la figura 2 muestra una
tendencia diferencial en la dispersion de estos valores.

Los valores de IFR de los hibridos (F1) tienen una dispersiéon semejante a los
valores de N. scoparia, mientras que los valores de los hibridos F2 mostraron un aumento
en la dispersion que sobrepasa los valores de los progenitores (Fig.2). La dispersion de los
valores IRF en las progenies de las retrocruzas mostraron que hay una correlacién positiva

con la dispersion de los progenitores.
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Figura 4: Dispersion del valor de Intensidad de Fluorescencia Relativo tefiiddos con
DAPI en N. ericoides; N. scoparia; hibrido F1 (N. scoparia x N. ericoides); N.
hibrido F2; hibrido x N. ericoides y hibrido x N. scoparia. Como patrén fue
utilizado N. linariaefolia 4n (Fuente de los datos; Anexo IV — Tabla 1)
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Con respecto a los desvios estandar de los promedios del IFR se observa que en
todos los casos van desde 0.020 a 0.045, con lo cual muestran una dispersion de los valores

IFR semejantes en todos los casos.

Fertilidad de los hibridos (F1 y progenie segregante)

Del recuento de granos de polen no abortados en las plantas hibridas (F1), se observé
que 78 % de las plantas evaluadas, presenta un porcentaje mayor al 60 % de polen no
abortado, encontrando solamente tres plantas con valores menores al 50 % (Anexo IV-
Tabla 3) (Fig. 5a). Resultados semejantes fueron obtenidos en el recuento sobre la
poblacién segregante: 82 % de plantas presentaron un porcentajes de granos de polen no

abortados mayores al 60% (Fig. 5b).
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Figura 5: Frecuencia (n° de plantas) de polen no abortados (%). a hibridos entre N.
ericoides y N. scoparia. b hibridos segregantes entre N. ericoides y N. scoparia.

Cabe destacar que la diferencia entre la poblacién hibrida (F1) y la poblacién
segregante, se encuentra en la distribucion de plantas en el rango del porcentaje de granos
de polen no abortadas que va del 60% al 100%. Si analizamos la distribucién observamos
que las plantas con un porcentaje de polen no abortados mayor al 90% en la poblacion

hibrida es el 66 % (22/33 plantas), mientras que en la progenie segregante, es 30 % (17/57
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plantas) (Fig. 5a). De estos valores se desprende que la mayor cantidad de plantas en la
progenie segregante se encuentra en un rango del porcentaje de granos de polen no
abortados 60-90 %( Fig. 5b).

El anélisis comparativo, de las tres combinaciones (2 retrocruzas y 1 endocruza), en el
porcentaje de granos de polen no abortados de la poblacion segregante, muestra que no hay
diferencias significativas en los resultados con un promedio de 82.2 %, 74.59 % y 71.54 %
para los cruzamientos: hibrido x N. ericoides, hibrido x N. scoparia y hibrido x hibrido

respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6: Porcentaje promedio de granos de polen no abortado agrupados por

el origen de la Eoblacién segregante.

Progenie segregante Porcentaje de polen no abortado (promedio)
hibrido x N. ericoides 82.26468 a
hibrido x N. scoparia 74.59491 a
hibrido x hibrido 71.54655 a

La letra marca la diferencia no significativa segiin ANOVA test Tukey.

Evaluacion de la variacion obtenida en la progenie segregante

Todos los cruzamientos realizados para la obtencion de la progenie segregante
fueron exitosos, con un 100 % de produccién de frutos en todos los casos. De las semillas
provenientes de 5 frutos por combinacion (hibrido x N. ericoides; hibrido x N. scoparia 'y
hibrido x hibrido), se obtuvo un total de 343 plantas, de las cuales fueron seleccionadas
seglin el porte 57 individuos (Tabla 6). La seleccién se realizd sobre las plantas que
respondian a los tres portes fijados (Porte Erecto (PE); Porte Rastrero (PR) y Forma
Compacta (FC)) solamente, el resto de las plantas con formas intermedias fueron

descartadas.
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Dentro de las selectas con Porte Erectos (Fig.6a), se obtuvieron 6, 8 y 7 plantas de
las combinaciones hibrido x N. ericoides, hibrido x N. scoparia e hibrido x hibrido,
respectivamente. Entre las de Porte Rastrero (Fig.6b) 7 plantas provinieron de los
cruzamientos de retrocruza y 4 plantas de la endocruza. Finalmente en la seleccion para
Forma Compacta (Fig.6¢) la mayor cantidad de plantas se obtuvo de la retrocruza con N.
ericoides (10 plantas), en menor cantidad de la endocruza (7 plantas) y solamente 1 planta

se obtuvo de la retrocruza con N. scoparia.

Figura 6: Individuos selectos de la poblacidn de la progenie segregante de hibridos
interespecificos entre N. scoparia 'y N. ericoides. a Retrocruza con N. scoparia, tipo
porte erecto. b Retrocruza con N. scoparia, tipo porte rastrero. ¢ retrocruza con M.

ericoides, tipo forma compacta. Aumento: Barra = Scm.
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Tabla 7: Individuos selectos segtin forma de la planta en estado vegetativo (n° de plantas) para
cada combinacién.

Selectas/Total | Porte erecto | Porte rastrero | Forma compacta
hibrido x N. ericoides 23/107 6 7 10
hibrido x N. scoparia 13/95 8 4 1
hibrido x hibrido 21/141 7 7 7

Evaluacion en estado de estaca enraizada
La primera caracteristica evaluada fue la capacidad de los clones para enraizar,
observando que en todos los casos a los quince dias estaban enraizados (Fig. 7), con un

porcentaje de enraizamiento superior al 80 % en todos los casos.

Figura 7: Estacas enraizadas de clones hibridos del género Nierembergia. a
Clon 41. b Clon 45. ¢ Con 56. Aumento: Barra = Icm.

La primera evaluacién realizada de los clones selectos de la progenie segregante,
mostré un aumento en el nimero de brotes por estacas. Las estacas provenientes de la
retrocruzas con N. ericoides presentaron el mayor promedio de brotes (4.05 brotes/estaca
(Tabla 8), seguidos de la retrocruza con N. scoparia y la endocruza (3.3 y 2.9
brotes/plantas, respectivamente) (Tabla 8). Cabe destacar que los tres valores se
encuentran, en las estacas enraizadas, por encima del promedio de brotes de las especies
progenitoras con 1.6 y 1.9 (brotes/estaca) para N. scoparia 'y N. ericoides respectivamente

(Tabla 8).
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Tabla 8: Promedio de nimero de brotes por planta en estado de estaca enraizada

en la progenie segregante de hibridos entre N. ericoides y N. scoparia.

Poblacion N° Brotes/estaca
(promedio)
N. scoparia (progenitor) 1.6 a
N. ericoides (progenitor) 1.9 a
hibrido x hibrido (F2) 33 bc
hibrido x N. scoparia (retrocruza) 29 Db
hibrido x N. ericoides (retrocruza) 405 ¢

La letra marca la diferencia no significativa segin ANOVA test Tukey.
Fuente de datos Anexo IV- Tabla 2.

El promedio de las alturas en las poblaciones segregantes (11.05; 8.8 y 6.5 cm) (Tabla
9), nos muestran en los tres casos valores intermedios a los obtenidos por las especies

progenitoras (27.9 y 5.5 cm) (Tabla 9).

Tabla 9: Altura promedio en estado de estaca enraizada en la progenie
segregante de hibridos entre N. ericoides y N. scoparia.

Poblacién Altura/estaca
(promedio)
N. scoparia (sp. progenitora) 279 a
N. ericoides (sp. progenitora) 55 b
hibrido x hibrido 11.05 ab
hibrido x N. scoparia 8.8 b
hibrido x N. ericoides 6.51 b

La letra marca la diferencia no significativa segiin ANOVA test Tukey.
Fuente de datos Anexo IV-Tabla 2.

Evaluacion al inicio de floracion

Analizando el didmetro de flor se observo que 30 % de las plantas present6 un
didmetro en el mismo rango de las especies progenitoras (3-4 cm) (Fig. 7a). Cabe destacar
que cerca de 20 % de los clones presenté un didmetro menor a 3 cm, llegando a valores

extremos de 1 cm (Fig. 7a).
Los valores extremos obtenidos en el didmetro de flores en la progenie segregante

no se encontraron en las especies parentales (Anexo IV- Tabla 5).
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En cuanto al nimero de brotes, la mayor concentraciéon se encuentra en un rango
que va de 4-10 cm (Fig. 7b), con 8 clones que superan los 10 cm (Anexo IV- Tabla 5). La

mayoria de los hibridos presenté un promedio de brotes mayor a los encontrados en las

especies parentales (promedio = 4 N. ericoides y promedio = 6 N. scoparia) (Fig. 7b).

n 20 N. ericoides x = 6

a b N. scoparia x =4
® § 1 7 7_
" N. ericoides x =3.9
N. scoparia x = 3.5

N° de nlantas
N° de nlantas

| NaANNNNE 7.0

[ 10 15 FiH s e 15 4 45 7 4 fi a
Didmetro de flores Numero de brotes/planta
(cm)
v
A N. ericoides x =26
LE 3 a0 .- ericoi =
N. ericoides x = 18 d — N 2 %226
Cc N. scoparia x =25 2 B — iRy St
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[ 16 EEREL S E
N — —
| 14 — —
15 —“é 12 E E
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10 8 —
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. 4 —
3 —
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Figure 7: Caracteristicas evaluadas en 57 hibridos provenientes de la progenie segregante
de cruzamientos interespecificos entre N. scoparia y N. ericoides. a Didmetro promedio
de flores. b Numero promedio de brotes. ¢ Altura promedio de plantas. D Didmetro
promedio de plantas.(Fuente de datos Anexo IV- Tabla 5)

X= valor nromedio de los nrogenitores
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Otros caracteres evaluados fueron altura y didmetro de planta, observando en la
progenie una variabilidad que va desde 10.4 a 34.3 cm y 11.2 a 44.6 cm respectivamente
(Fig. 7c, d).

La cantidad de flores promedio contadas en plena floracidn, arrojé que solamente 7
% de los clones super6 el nimero de flores promedio registrado en las especies parentales
(28.56 flores/planta), mientras que 68 % de los clones present6 valores promedios
intermedios al rango de los progenitores (28.56 — 9.14 flores/planta) (Anexo IV- Tabla 6).

Con los datos obtenidos se realizé la seleccién de clones para ser evaluados en
sistemas productivos comerciales con el objetivo de obtener variedades ornamentales (fig.
8) (Anexo V). Los resultados de esta seleccion fueron la obtencién de 3 clones con flores
pequeias y porte compacto (Anexo V- Tabla 1); 2 clones con flores grandes y porte
compacto (Anexo V- Tabla 2); 3 con flores medianas y porte compacto (Anexo V- Tabla
3); 2 clones de porte rastrero (Anexo V- Tabla 4) y 1 clon de porte erecto (Anexo V- Tabla

5). En todos los casos se seleccionaron materiales con abundante floracién.
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Figura 8: Individuos selectos para ser evaluados como variedades
ornamentales de propagacién agdmica en plena floracién. a Clon 15. a Clon
32. ¢ Clon 38. d Clon 49. e Clon 50. f Clon 42. g Clon 53.Aumento: barra
=10cm.
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DISCUSION

La eficiencia reproductiva y la producciéon de semillas en todos los frutos recolectados
confirma la compatibilidad interespecifica entre N. scoparia y N. ericoides. Estos
resultados indican que la hibridacién interespecifica es una modalidad eficiente para
generar variabilidad en el mejoramiento genético del género Nierembergia, teniendo en
cuenta ademds que esta herramienta es la mas utilizada para la obtencién de los cultivares
florales (Van Tuyl et al. 2002).

El andlisis en el contenido de ADN por citometria de flujo mostré una ubicacién
intermedia de los hibridos con respecto a las especies progenitoras indicando el éxito de la
hibridacién entre ambas especies. Resultados semejantes fueron presentados en él género
Alstroemeria para corroborar la hibridacion interespecifica (Buitendijk et al. 1997). Si bien
la citometria de flujo con DAPI es usada mayormente para detectar diferentes niveles de
ploidia (Olsen et al. 2006; Sundberg et al. 2004; Sun et al. 2004), estudios sobre la
sensibilidad de la citometria de flujo en trigo detectaron exitosamente estado de
aneuploidia (Pfoseer et al. 1995; Dolezel ef al. 1994). Estos resultados permiten inferir que
el andlisis por citometria de flujo de los hibridos de Nierembergia detectaria pérdidas o
ganancias de cromosomas por desbalance en la meiosis de los hibridos. La estabilidad del
ADN encontrada en los hibridos aqui analizados, reflejan un apareamiento correcto entre
cromosomas homeodlogos y, en consecuencia, una cercania genética entre las especies
progenitoras.

De acuerdo con los estudios obtenidos en la fertilidad de los hibridos, se observd que la
generacion hibrida (F1) exhibe un alto porcentaje de polen no abortado (90 %). Si bien en
la generacion segregante la mayoria de los clones tuvo una fertilidad mayor al 60 % se
observo una disminucidn con respecto a la generacion primogénita. Tomando en cuenta

que los resultados encontrados en esta tesis sugieren que N. scoparia y N. ericoides son
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especies cercanas genéticamente, esta disminucion en la viabilidad del polen puede
atribuirse a una depresién por endogamia (Anderson, 2005). En algunas especies la
depresion por endogamia se manifiesta muy tempranamente, como es el caso de algunos
hibridos interespecificos dentro del género Lilium, que en la segunda generacion la
viabilidad de polen decrece significativamente con respecto a la generacidén progenitora
(Anderson y Dunn, 2003)

Los resultados de la caracterizacion de la progenie segregante, pusieron de manifiesto
importantes caracteristicas ornamentales faltantes en la variaciéon encontrada en las
especies parentales.

La variabilidad encontrada en la progenie segregante permitié seleccionar 11 clones
con caracteristicas ornamentales sobresalientes: 3 clones con flores pequefias y porte
compacto, 2 clones con flores grandes y porte compacto, 3 con flores medianas y porte
compacto, 2 clones de porte rastrero y 1 clon de porte erecto. En todos los casos se
seleccionaron materiales con abundante floracidn.

Este estudio demuestra que en Niermbergia el éxito de los programas de mejoramiento
tiene sus bases en el conocimiento cientifico, la correcta taxonomia y la minuciosa
bisqueda de variabilidad genética, para poder hacer uso correcto del conjunto de
tecnologias involucradas en la obtencion de variabilidad y asi direccionar el mejoramiento

segun el requerimiento del mercado.
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Conclusiones y Perspectivas generales

En este estudio llevado a cabo en ocho especies nativas del género Nierembergia
propuse como objetivos generales conocer la compatibilidad interespecifica entre las
especies nativas de valor ornamental y obtener hibridos interespecificos como fuente de
variaciébn en el mejoramiento. Para alcanzar estos objetivos se utilizaron diferentes
metodologias: (i) Estudios filogenéticos usando como marcadores moleculares el gen rpl/4
y los espacios intergénico (IGS) rnK y trnL del genoma del cloroplasto; (ii) Cruzamientos
dirigidos entre todas las especies, aplicando polinizacion artificial seguida del estudio de la
germinacion de los granos de polen sobre el estigma y el crecimiento de los tubos polinicos
a lo largo de los pistilos; esto ultimo permiti6 establecer la relacion Estigma-Polen/Estilo-
Tubo polinico (EPET) en las combinaciones entre todas las especies; (iii) estudios del
desarrollo del endosperma y del embrion en cruzamientos interespecificos y sus reciprocos

entre N. linariaefolia, N. scoparia'y N. ericoides

Las principales conclusiones fueron las siguientes:

o El andlisis filogenético revelo la formacion de tres sub-clados N. veitichii-N. aristata,
N. linariaefolia-N. micrantha y N. scoparia-N. ericoides

e El estudio de EPET corrobor6 la cercania filogenética entre las especies integrantes de
cada uno de los sub-clados arriba-mencionados, en los cruzamientos interespecificos N.
scoparia x N. ericoides; N. aristata X N. veitichii y N. linariaefolia x N. micrantha y
sus reciprocos. Este resultado permite sugerir que tales especies, en las combinaciones
mencionadas, constituyen padres putativos para la obtencion de hibridos
interespecificos.

e La compatibilidad uni-direccional encontrada en el cruzamiento de N. linariaefolia x

N. micrantha, sugiere que el crecimiento del tubo polinico podria estar asociado al
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aporte nutricional del mismo por parte del estilo, y soportado por mecanismos
especificos para cada especie..

La incompatibilidad entre N. linariaefolia con N. ericoides y N. scoparia se expresa
durante las primeras divisiones del endosperma. En las combinaciones incompatibles
donde N. linariaefolia era utilizada como madre, se corroboré que el desarrollo del
endosperma primero y del embrién después, son interrumpidos por la hiperplasia del
endotelio el cual se convierte en una barrera para los nutrientes y sefiales provenientes
de los tejidos del esporofito. En los cruzamientos incompatibles reciprocos (M.
linariaefolia 3), es en cambio el endosperma el que interrumpe su desarrollo en forma
temprana, en tanto €l endotelio continiia su crecimiento.

Teniendo en cuenta el nimero cromosémico de las especies que actian como madres
en los cruzamientos incompatibles, es posible concluir que la incompatibilidad estaria
dada por un desbalance en el nimero cromosémico del endosperma.

Los estudios de desarrollo del endosperma y del embriéon confirmaron la
compatibilidad interespecifica entre N. ericoides y N. scoparia

Los hibridos entre N. scoparia 'y N. ericoides que se obtuvieron directamente (es decir,
sin aplicar técnicas auxiliares) confirma la compatibilidad entre ambas especies.

La cercania genética entre N. scoparia y N. ericoides se corrobora tanto por la
estlabilidad en el contenido de ADN de los hibridos como también por el alto porcentaje
de fertilidad de la poblacién hibrida.

Al caracterizar la progenie segregante, provenientes de retrocruzas y endocruzas de
hibridos interespecificos entre N. scoparia y N. ericoides, se detectaron caracteres
extremos que no se encuentran en ninguna de las dos especies parentales. De esta

manera se confirma la exitosa variabilidad generada por la hibridacion interespecifica.
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Estos estudios contribuyen con informacion valiosa para ser utilizada en el
delineamiento de nuevas estrategias dentro del plan de mejoramiento del género
Nierembergia que se lleva a cabo en el Instituto de Floricultura de INTA-Castelar.

En efecto, por una parte se han obtenido materiales con interés ornamental
(hibridos interespecificos); por otra parte se ha generado informacién basica relativa a
las relaciones filogenéticas y a la biologia reproductiva, ambas involucradas en la
incompatibilidad interespecifica. En los cruzamientos que resultaron incompatibles, se
han podido diferenciar entre los que presentan barreras en la etapa pre-cigética, de
aquellos en los que las barreras se establecen en las primeras etapas de la
endospermogénesis (post-cigéticas). Esta informacion valiosisima permiti6 detectar los
cruzamientos incompatibles que se pueden recuperar usando técnicas de rescate

embrionario.

111



Anexo |

Metodologia y Materiales de Recoleccion



Maria Silvina Soto — ANEXO 1

Anexo I- A Metodologia de recoleccion, acondicionamiento y cultivo

Todos los materiales utilizados fueron recolectados desde las diferentes zonas de
origen, en funcion de la aptitud ornamental que presentaban in situ.

Las caracteristicas que se tomaron en cuanta para dicha seleccién fueron: cantidad
de flores, variabilidad en tamafio y color de flor, arquitectura de las matas (porte, altura y
didmetro) y época de floracién.

Los materiales recolectados fueron en su mayoria estacas y semillas, y en menor
medida plantas enteras. La metodologia de recoleccién varié para cada material. Las
semillas fueron recolectadas en sobre de papel. Como material vegetativo, fueron cortadas
estacas de 30 a 40 cm. de las plantas seleccionadas in sifu, y puestas inmediatamente en
bolsas de nylon cerradas herméticamente, manteniendo el material a bajas temperaturas
(minima 4 °C) hasta el momento de ser enraizadas. En el caso de las plantas, fueron
puestas a raiz desnuda en bolsas de nylon siguiendo la misma metodologia que en el caso
anterior.

La codificacién del material fue realizada siguiendo las normas del Instituto de
Floricultura INTA-Castelar. Cada entrada fue relacionada con un cédigo tUnico e
irrepetible, formado de la siguiente manera; un nimero compuesto por el afo, el mes y el
dia (estos ultimos con codificacion binaria), todo en forma corrida, seguido de una letra
asociada al lugar de recoleccion, terminando con un nimero en cada lugar (Ejemplo: se
realiza un viaje de recoleccion el dia 3 de enero de 2006, se realizan dos paradas, en la
primer parada se recolectan 2 entradas teniendo como cédigo 20060103al y 20060103a2
respectivamente, en la segunda parada se recolecta una entrada con el cédigo 20060103b1)

Todo el material recolectado fue acompafiado por datos de: fecha, cédigo de lugar,

coordenadas, altura sobre el nivel del mar, provincia, departamento, lugar (con respecto a
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la referencia mds cercana), material vegetal recolectado (semillas, plantas y/o estacas),
caracteristicas diferenciales del material recolectado en caso de existir. La informacién fue
incorporados a una base de datos del Instituto ( BG-BASE).

El acondicionamiento del material se realiz6 en el Instituto de Floricultura INTA-
Castelar, (34° 36 latitud , 58° 40" Longitud ). Las plantas fueron plantadas en macetas
plasticas, con un sustrato turba:tierra:pinocha (1:1:1), previa poda de la parte aérea. Las
estacas fueron sumergidas en agua para promover la hidratacién y posteriormente fueron
pinchadas en bandejas con un sustrato de turba:perlita:vermiculita (2:1:1). En ambos casos
el material fue mantenido en condiciones bajo microaspercion hasta su establecimiento,
momento en el cual todas las plantas fueron llevadas bajo condiciones de inverniculo para
su cultivo. Las semillas recolectadas fueron acondicionadas y tipificadas, el 10-20 % de las
mismas fueron sembradas y el resto fue llevado al Banco Base de Germoplasma, para su
conservacion a largo plazo.

Para la siembra las semillas fueron sumergidas en 4cido giberelico (100 ppm)
durante 8 h, seguidamente fueron enjuagadas tres veces, la germinacién se realizd en
macetas con un sustrato de turba:perlita:vermiculita (2:1:1) y puestas a germinar en con
temperaturas de 20-35 °C, sembrando entre 15 y 20 semillas por maceta. Las plantulas
fueron trasplantadas a plug (90 celdas) con dos hojas verdaderas expandidas y mantenidas
en las mismas en las mismas condiciones a las que fueron puestas para germinar. Una vez
formada la base radicular fueron trasplantadas a maceta de 10 cm de didmetro y cultivados

en los invernaculos del Instituto de Floricultura, INTA — Castelar.
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Anexo I- B Material vegetal

Descripcion del drea de distribucion, habitat y origen del material recolectado de las

ocho especies pertenecientes al género Nierembergia involucradas en el trabajo de tesis.

N. aristata D. Don

Area de distribucién y Habitat: Habita en suelos arcillosos, temporariamente anegados
de Brasil, Paraguay, Uruguay y Argentina, donde crece en las regiones del nordeste y
centro (Cha, F, M, Ct, Ctes, Cord, ER, BA) (Cocucci, 1995)

Material recolectado: ARGENTINA. CORRIENTES, San Luis del Palomar, Arroyo El
Riachuelito, 27°30°05°°S, 58°34°10”W, 20 de noviembre 2002, borde arroyo zona

inundable, (fl y fr), M. S. Soto (Cod. IF: 20021120d1) (Fig. 3a).

N. browalloides Griseb.

Area de distribucion y Habitat: En praderas de Argentina (inicamente ER) y Uruguay
(Cocucci, 1995)

Material recolectado: ARGENTINA, ENTRE RIOS. La Paz, Gral. Artigas a 3500 m del
Arco de entrada a La Paz hacia la ruta, 30°4422°°S, 59°36°054""W, 30 agosto 2001, borde

avenida, (fl y fr) M.S. Soto (Cod. IF:20040920¢g1 )

N. calycina Hook.

Area de distribucion y Habitat: Regiones montafosas (1700-3300 m.s.m) del noroeste de
Argentina (S, T, Ct) y Bolivia (Cocucci, 1995)

Material recolectado: Argentina, ENTRE RIOS, Concordia, camino a Pedernal, a 1.3

km de RN14, 31°397207°S, 58° 36°054""W, 55 m, 20 septiembre 2004 (fl,fr), suelos
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pesados M.S. Soto (Cod. IF: 20040920h1); Federal, RP28 a 49 km de RN14 hacia federal,

30°557207°S, 58°29°054"°W, (fl,fr), M.S. Soto (Cod. IF: 20051214b1 )

N. ericoides Miers

Area de distribucion y Habitat: Endemismo del sistema orografico Tandil-Ventana (BA)
a alturas de 200 a 900 m.s.m. (Cocucci, 1995)

Material recolectado: ARGENTINA, BUENOS AIRES. Tandil, Sierra de las Animas,
Cantera Carvas, 20 de marzo 2002, lugar abierto, (fl y fr) I. Miyashima (Cod. IF:

20020320b2).

N. micrantha Cabrera

Area de distribucion y Habitat: habita depresiones humedas en el sudeste de Brasil y
Nordeste de Argentina. (Cocucci, 1995)

Material recolectado: ARGENTINA, MISIONES, Leandro N. Alem, sobre RP4 en
direccion hacia Santa Ana % km. antes del cruce Rp4 y PRI103, 27°25°05°S,
585°317107W, 143 m, 19 noviembre 2004, campo arado,(fl y fr) M. S. Soto: (Cod. IF:

20041119b1).

N. linariaefolia Graham

Area de distribucion y Habitat: N. linariaefolia var linariaefolia, en terrenos abiertos de
bosque, de las PB Chaqueias y del Espinal, en Argentina (J, S, Cha, M, Ct, T, Sgo, Cte,
Cor, ER, SL). También presente en el sur de brasil. N. linariaefolia var glabriuscula, crece
en regiones montafosas (1200 a 2400m.s.m), en los faldeos orientales de Sierra de Ambato
(Ct), Sierra Grande (Cord, SL) Sierra de San Luis y Cerro el morro (SL). N. linariaefolia

var pampeana, entidad endémica del sudeste de LP y sitios limitrofes del sur de BA y

-116-



Maria Silvina Soto — ANEXO 1

norte de RN. N. lianiraefolia var. pinifolioides, endemismo de la Sierra Chica de Cérdoba
y afloramiento aislado del mismo sistema orografico, en Ct, Sgo, y SL, a alturas de 500 a
1200 m.s.m. (Cocucci, 1995)

Material recolectado: N. linariaefolia var linariaefolic ARGENTINA, ENTRE RiOS.
Dpto. Diamante, ruta 23, Arroyo Barrancas, 12 enero 1999, borde arroyo (fl y fr) H.
Kokubum (Cod. IF: 19990112-26); Colon, camino paralelo que sale a la derecha del Club
de Pescadores, 32°307307°S, 58°38739""W, 16m, 20 septiembre 2000, suelos arenosos,
(fL.fr) M. S. Soto (Cod. IF: 20000920f1) (Fig. 3c). CORRIENTES. Dpto. Santo Tomé,
camino entrada a Prefectura Garruchos, 28°307307°S, 55°38739""W,22 noviembre 2002,
borde camino, (fl y fr).J. C. Haguiwara (Cod. IF: 20021122¢1) MISIONES. Ober4, RN 14
a 16 km antes de Obera viniendo de Aristébulo del Valle, 27°217°367°S, 55°02724""W,26
septiembre 2001, lugar abierto borde camino, (fl y fr); M. S. Soto (Cod. IF: 20010926¢g1).
N. linariaefolia var glabriuscula. ARGENTINA, CORDOBA. Sierra Grande, a 31 km de
Nina Paula por RN 20 hacia El Céndor, 31°37°10°°S, 64°53°17"°W, 20 marzo 2003,
abierto, (fr). M. S. Soto (Cod. IF: 20030320b1) (Fig. 3d-e); Sierra Grande, al km de RN20
camino lateral desde El Coéndor a Mina Clavero, 31°36°527°S, 64°54°42""W, 20 marzo

2003, abierto, (fl y fr) M. S. Soto (Cod. IF: 20030320F1 ).

N. scoparia Sendtn

Area de distribucion y Habitat: Sur de Brasil y uruguay, y en bafiados del nordeste de
Argentina (Ctes,ER) (Cocucci, 1995)

Material recolectado: ARGENTINA, ENTRE RIOS. Gualeguaychd, Puerto
Campichuelo, 32°417217°°S, 58°11723"°W, bafiados a orillas del rio (fl y fr).M. S. Soto

(Cod. IF: 20051213al )
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N. veitichii Hook

Area de distribucion y Habitat: Se la encuentra en terrenos anegados del centro y noeste
de Argentina (J,S, Ct, Sgo) (Cocucci, 1995)

Material recolectado: ARGENTINA, CATAMARCA. Cuesta del Portezuelo, RP1 km
42,32°41°107°S, 64°59°17°"W, 18 noviembre 2003, abierto, (fl y fr).J. Greppi 20031118a1l
(IF) Cuesta del Portezuelo, RP1 km 42, 32°41°10°°S, 64°59°17""W, 18 noviembre 2003,

abierto, (fl y fr).J. Greppi (Cod. IF: 20031118a2 )
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Anexo 11

Secuenciacion de los fragmentos de cloroplasto utilizados en
el estudio filogenético



Anexo II- A: Matriz de datos de la region rp/14.

Z2zmrm

2Z2Z2zZzzZzzzzwrm

Z2Z2zzzzzzmrm

Z2Z2zzzzzzwrm

2ZZ2zzzzzwrm

inbrica
i nifol
anonal a
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
cal ycin
m crant

inbrica
l'inifol
anonal a
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m crant

inbrica
l'inifol
anonal a
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant

inbrica
linifol
anonal a
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant

inbrica
i nifol
anonal a
linaria
ericoid

N I I
5 15
AAGTGAGGGA TTCGTCcATA
AAGTGAGGGA TTCGTCcaTA
aagt gaGGGA TTCGTCCATA
AAGTGAGGGA Tt CGTCCATC
aagTGAgggA TTCGICCATC
aagt gaGgAG Tt CgTCCATC
aagt gaggaG Tt CGcCcATC
AAGTGAGGGA TTCGICCATC
aagt gaGGGA TTCGICCATC
AAGTGAGGGA TTCGICCATC
aagt GAGXgA t TCGTCCATC

P T P
65 75

GGAATGAATG GTAAAAATAG
GGAATGAATG GTAAAAATAG
GAATGAATGG TAAAAATAGC
GGAATGAATG GTAAAAATAG
GGAATGAATG GTAAAAATAK
GCAat GAATG GTAAAAATAT
CKaaTGAATG GTaAAAATaS
GGAATGAATG GTAAAAATAG
gCAATGAATG GTAAAAATAG
GGAATGAATG GTAAAAATAG
AGAATGAATG GTAAAAATAG

A PR R B

125 135
TTCCTAGATC AATATAAAAC
TTCCTAGATC GGTATAAAAC
TTCTAGATCG GTATAAAATT
TTTCGAGATC GGTCTAAAAT
TTTCKAGATC GG CTAAAAT
TTTCGAGATC GGTCTAAAAT
TTTCGAGATC G& CTAAAat
TTTCGAGATC GGTCTAAAAT
TTTCGAGATC GGTCTAAAAT
TTTCGAGATC GGTCTAAAAT
TTTCGAGATC GGTCTAAAAT

A PR U B

185 195
CAAAATAAAG TTGGGTCGAA
G CAAAAAGG TTGGGTCGAA
- CTAAGGGGT TGGGTCAAAT
G CTAAGGGG TTGGGTCGAA
G CTAaGGGG TTGGGTCgAA
G CTAAGGGG TTGGGTCGAA
G CTAAGGGG TTGGGTCGAA
G CTAAGGGG TTGGGTCGAA
G CTAAGGGG TTGGGTCGAA
G CTAAGGGG TTGGGTCGAA
G CTAAGGGG TTGGG CGAA

A R B
245 255
GGAAAGAAAA AGCAACGAGC
GGAAAGAAAA AGCAACGAGC
GAAAGAAAAA GCAACGAGCT
GGAAAGAAAA AGCAACGAGC

N
25
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGKTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA
CTCTCGGTAA

e
85

CATGTCGTAT
CATGTCGTAT
ATGTCGTATC
CATGTCGTAT
CATGYCGTAT
CCTGTCGTAT
CATGTCgTAT
CATGTCGTAT
CATGTCGTAT
CATGTCGTAT
CATGTCKTAT

ol

205
TGAATAAATG
TGAATAAATG
GAATAAATGG
TGAATAAATG
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A P P PR B B
35 45 55

AGTTTGGAAG ACCACGACTG ATCCTGAAAG
AGTTTGGAAG ACCACGACTG AGCCTGAAAG
AGTTTGGAAG ACCACGACTG ATCCTGAAAG
AGTTKGGCAG ACCACGACTG ATCCTGAAAG
AGTTGCTAAG ACCACGACTG ATCCTGAAAG
AGTTTGgAaK ACCACGACTG ATCCTGAAAG
AGTTTGgAAG ACCACGACTG ATCCTGAAAG
AGTTTGGAAG ACCACGACTG ATCCTGAAAG
AGTTTGGAAG ACCACGACTG at CCt gaACC
AGTTTGGAAG ACCACGACTG ATCCTGAAAG
NGTTTGYCAG ACCACGAYTG ATCCTGAAAg

P T P
95 105
CAACGGAAAG TTCTGAGAAT
CAACGGAAAG TTCTGAGAAT
AACGAAAAGT TCTGAGAATA
CAACGGAAAG TTCTGAGACT
CAACGGAAAG TTCTGAGACT
CAaCGGAAAG TTCTGAGACT
CAACGGAAAG TTCTGAGACT
CAACGGAAAG TTCTGAGACT
CAACGGAAAG TTCTGAGACT
CAACGGAAAG TTCTGAGACT
CAACGGAAAG TTCTGAGACT

A DR B
155 165
ATTCTAATTC TTGGAATCTT

GITAGAAT- -

A DU R B
215 225

GATAGGGECTG CGGCTTCAAT
GATAGGGCTG TGGCTTCAAT
ATAGGGCTGT GGCTTCAATT
GATAGGGECTG CGGCTTCAAT

TGAATAAATG GATAGGGCTG CGGCTTCAAT
TGAATAAATG GATAGGGCTG CGGCTTCAAT
TGAATAAATG GATAGGGCTG CSGCTTCaAT
TGAATAAATG GATAGGCECTG CGGCTTCAAT
TGAATAAATG GATAGGGCTG TGGCTTCAAT
TGAATAAATG GATAGGGCTG CGGCTTCAAT
TGAATAAATG GaTAGGECCTG CGGCTTCAAT

A P R N R B
265 275 285

cold
115
AT-TTCATTG
AT-TTCATTG
T- TTCATTGT
AT- TTCATTG
ATCTTCATKG
AT- TTCATGG
AT-TYCATTG
AT-TTCATTG
AT- TTCATGG
AT- TTCATTG
AT-TTCATTG

A P
175
GG- AACGGAA
GG- AACGGAA
G AACGGAAC
GG- AACGGAA
GG- AACGGAA
GG- AACGGAA
GGCAACGgAa
GG- AACGGAA
GG- AACGGAA
GG- AACGGAA
GG- AACGGAA

.

235
TAAATTATAG
TAAATTATAG
CAATTTTAGG
TCAATTTTAG
TCAATTTTAG
TCAATTTTCG
TCAATTTTAG
TCAATTTTAG
TCAATTTTCG
TCAATTTTAG
TCAATTTTAG

N
295

TTTTGITCTT AATTTGAACG ATTCCCGATC TAATTAGACG

TTTTGTTCTT AATTTGAATG ATTCCCGATC
TTTGTTCTTA GITTGAATGA TTCCCGATCT

TAATTAGACG
AATTAGACGT

TTTTGTTCGA AATTGGAATG ATTCCTGATC TAATTAGACG
GGAAAgAAAA AGCAACGAGC TTTTGITCGA AATTGGAATG ATTCCTGATC TAATTAGACG
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Z2z2z2zzZ2

2Z2zZ2zZzzZzzzzwrm

Z2Z2zzzzzzwmrm

ari stat
scopari
br owal |
veitich
cal ycin
m crant

inbrica
i nifol
anonal a
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m crant

inbrica
l'inifol
anonal a
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant
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GGAAAGAAAA AGCAACGCGC TTTTGITCCA AATTGGAATG ATTCCTGATC TAATTAGACG

GGAAAGAAAA AGCAaCGAGC
GGAAAGAAAA AGCAACGAGC
GGAAAGAAAA AGCAACGAGC
GGAAAGAAAA AGCAACGAGC
GGAAAGAAAA ASCAACGAGC

T R R D

305 315
TTAAAAAAAT ATTAGTGCCT
TTAAAAATAT ATTAGTGCCT
TAAAAATAGA TTAGTGOCCG
TTAAAAATAG ATTAGTGCCT
TTAAAAATAG ATTAGTGCCT
TTAAAAATAK ATTAGTGCCT
TSAAAAATAG ATTAGTGCCT
TTAAAAATAG ATTAGTGCCT
TTAAAAATAG ATTAGTGCCT
TTAAAAATAG ATTAGTGCCT
TTAAAAATAG ATTAgt GOCT

A R R
365 375

TTTTTTTAAT
TTTTTTTAAT

GAATCCTAAC
GAATCCTAAC

TTTTTGAATG AATCCTAACT

TTTTTTTAAT
TTTTTTTAAT
TTTTTTTAAT
TTTTTTTAAT
TTTTTTTAAT
TTTTTTt ACT
TTTTTTTAAT
TTTTTTTAAT

GAATCCTAAC
GAATCCTAAC
GAATCCTAAC
GAATCCTAAC
GAATCCTAAC
GAATCCTAAC
GAATCCTAAC
GAAYCCTAAC

TTTTGTTCGA
TTTTGTTCGA
TTTTGTTCCA
TTTTGTTCGA
TTTTGTTCGA

N
325
GATGCOGGGAA
GATGOGGGAA
ATGOGGGAAG
GATGOGGGAA
GATGOGGGAA
GATGOGGGAA
GATGCGGGAA
GATGOGGGAA
GATGOGGGAA
GATGCGGGAA
GATGCOGGGAA

N

385
TATTGCCATT
TATTACCATT
ATTACCATTT
GATTACCATT
GATTACCATT
GATTACCATT
GATTACCATT
GATTACCATT
GATTACCATT
GATTACCATT
GATTaCCaTT

-121-

AATTGGAATG ATTCCTGATC
AATTGGAATG ATTCCTGATC
AATTGGAATG ATTCCTGATC
AATTTGAATG ATTCCTGATC
AATTGGAATG ATTCCTGATC

U D R
335 345
GGATTTCTTG TCCCATGAGC
GGGTTTCTTG TCCCATGAGT
GGTTTCTTGT CCCATAAGTT
GGTTTTCTTG TCCCATGAGT
GGTTTTCTTG TCCCATGAGT
GTTTTTCTTG TCCCATGAGC
Q TTTTCTt G TCCCATGAGT
GGTTTTCTTG TCCCATGAGT
GTTTTTCTTG TCCCATGAGC
GGTTTTCTTG TCCCATGAGT
GGTTTYCTTG TCCCATGAGT

U R B
395 405
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TCTATTATGG AGATGTGTGT
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TTCTATTATG GAGATGTKTG
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TTCTATTATG GAGATGTGTG
TTCTATt ATG GAKATGTGTG

TAATTAGACG
TAATTAGACG
TAATTAGACG
TAATTAGACG
TAATTAGACG

N

355
GGATTCTCAA
GGATTCTCGA
GATTCTCGAT
GGATTCTCGA
GGATTCTCGA
GGATTCTCGA
GGATTCTCGA
GGATTCTCGA
GGATTCTCGA
GGATTCTCGA
GGATTCt CGA

TGT-------
TGT-------

TGT-------
TQ-------
TGT-------
TGT-------
TGT-------
TGT-------
TGT-------
TGT-------



Anexo II-.b: Matriz de datos de la region trnK.

ZZmwr

Z2Z2Z2ZzzZzzzZzzmwr 2Z2Z2zZ2zZzzzzmwr

Z2Z2ZzzZzzzZzzzmwr

2ZZ2Z2zzZzzzZzmwr

linifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
cal ycin
m crant

i nifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m crant

i nifol
anomal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant

l'inifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant

linifol
anonal a
i nbrica
linaria
ericoid

AGGTATCTAT
AGGTATCTAT
AAGTATCTAT
AGGTATCTAT
AGGTATCTAT
AGGTATCTAT
AGGTATCTAT
AGGTATCTAT
AGGTATCTAT
AGGTATCTAT
AGGTATCTAT

N
245
AACCCTCAAA

ol
15

GTATATTGAT
GTATATTGAT
KTaTATTGAT
GTATATTGAT
GTATaTTGAT
gTAt ATTGaT
GTATATTGAT
GTATATTGAT
GTAGATTGAT
GTATATTGAT
GTATATTGAT

ol
75

~GGATTTCTA
~GGATTTCTA
~GGATTTCTA
~GGATTTCGA
~GGATTGOGA
AGGATTTCGA
~GGATTGOGA
~GGATTTCGA
~GGATTTCGA
~GGATTTCGA
~GGATTTCGA

TCATACTATA
TCTTACTATA
TCTTACTATA
TCTGATTAGA
TCTGACTAGA
TCTGACTAGA
TCTGACTAGA
TCTGACTAGA
TCTGACTAGA
TCTGACTAGA
TCTGACTAGA

N
255
ATCTTCCATC

e
25

AACGAAAGTT
AAAGAAAGT T
AAAQaAAGTT
CAAGAAAGTT
CAAGAAAGTT
Caagaaagt T
CAAGAAAGTT
CAAgAAAGTT
CAAGAAAGTT
CAAGAAAGTT
CaAKAAAGTT

e
85

ACCATCTTAT
ACCATCTTAT
ACCATCTTAT
ACCATCTTCT
ACCATCTTCT
ACCATCTTCT
ACCATCTTCT
ACCATCTTCT
ACCATCTTCT
ACCATCTTCT
ACCATCTTCT

.
145

GACATGATAG AGAATCCGTIT
GAGATGATAG AGAATCCGIT

GAGATGATAG

GAGATGWMAG AGAATCCGTIT
GAGATGATAG AGAATCCGIT
AAGATGATAG AGAATCCGTT
GAGATGATAG AGAATCCGTIT
GAGATGATAG AGAATCCGIT

- AGATGATAG

GAGATGATAG AGAATCCGTT
GAGATGATAG AGAATCCGTIT

P

205
ATACTTTGIT
ATACTTTGIT
ATACTTTGIT
CTACTTTGTT
CTACTTTGTT
CTACTTTGTT
CTACTTTGTT
CTACTTTGTT
CTACTTTGTT
CTACTTTGTT
CTACTTTGTT

N
265
TTTGGTTCAA

ACCCCTCCCA ATCTTCCATC TTTGGTTCAA
AACCCTCAAA ATCTTCCATC TTTGGTTCAA ATTGAATTTC AAATGGAAGA
AaCCCTCCCA ATCTTCCATC TTTGGTTCAA
AACCCTCCCA ATCTTCCATC TTTGGTTCAA ATCGAATTTC AAATGGAAGA AATCCAAAGA
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P R P
35 45

TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG t CAAaAGAgC
TTTTCCgAAG TCaAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC
TTTTCCGAAG TCAAAAGAGC

P T P
95 105

TATCCTATAA CACTATAACA
TATTCTATAA CACTATAACA
TATCCTATAA CACTATAACA
TATTCTATAA CATTATAACA
TATTCTATAA CAt TATAACA
TATTCTATAA CATTATAACA
TATTCTATAA CATTATAACA
TATTCTATAA CATTATAACA
TATTCTATAA CAt TATAACA
TATTCTATAA CATTATAACA
TATTCTATAA CATTATAACA

A PR B

155 165
GAGAAGTTTA
GATAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA
GAGAAGTTTA

P
225

AGAATCCGTT

AGAATCCGTT

ol
215

TTAATTGTAT
TTAACTGTAT
TTAGCTGTAT
TTAACTCTAT
TTAACTCTAT
TTAACTCTAT
TTAACTCTAT
TTAACTCTAT
TTAACTCTAT
TTAACTCTAT
TTAACTCTAT

N
275

ATCGAATTTC

ATCGAATTT-

ATCGAATTTC

CGCACTATGT
CGCACTATGT
CGCACTATGT
CCCACTATG

CGCACTATGT
CGCACTATGT
CGCACTATGT
CGCACTATGT
CGCACTATGT
CGCACTATGT
CGCACTATGT

N
285

AAATGGAAGA

AAATGGAAGA

AAATGGAAGA

ol
55

GATTAGGTTG
GATTAGGTTG
GATTAGGITG
GATTAGGTTG
GATTAGGTTG
Gat TAGGITG
GATTAGGTTG
GATTAGGTTG
GATTAGGTTG
GATTAGGTTG
GATTAGGTTG

N
115

CAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT
TAGACCAATT

ol

175
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA
CCTGTATCCA

ol

235
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT
ATCATTTGAT

ol

295
AATCCAAAGA
AATCCAAAGA
AATCCAAAGA
AATCCAAAGa



mwr

Z2z2z2zzZ2

2Z2Z2Z2zZzzZzzZzzmwmr

Z2Z2zzzzzzmw

Z2Z2Z2Z2zZzZzzZzzmwr

Z2Z2Z2zZzzZzzzzmwr

ari stat
scopari
br owal |
veitich
cal ycin
m crant

linifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
aristat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m crant

i nifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant

l'inifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
cal ycin
m cr ant

l'inifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant

linifol
anomal a
inbrica
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AACCCTCCCA ATCTTCCATC TTTGGITCAA CTCGAATTTC AAATGGAAGA AATCCAAAGA
ATCTTCCATC TTTGGITCAA ATCGAATTTC AAATGGAAGA AATCCAAAGA
ATCTTCCATC TTTGGTTCAA ATCGAATTTC AAATGGAAGA AATCCAAAGA
ATCTTCCATC TTTGGTTCAA CTCGAATTTC AAATGGAAGA AATCCAAAGA

AACCCTCCCA
AACCCTCCCA
AACCCTCCCA
AACCCTCCCA
AACCCTCCCA

N

305
TATTTACAGC
TATTT- cAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC
TATTTACAGC

N
365

ATCTTCCATC
ATCTTCCATC

N

315
CAGATAGATC
CGGATAGATC
CAGATAAATC
CAGATAGATC
CAGATAGATC
CAGATCGATC
CAGATAGATC
CAGATAGATC
CAGATCGATC
CAGATAGATC
CAGATAGATC

N
375

TTTGGTTCAA CTCGAATTTC
TTTGGTTCAA ATCGAATTTC

A DR R

325 335
GCAACAACAC AACTTCCTAT
GCACCaACAC ACNTTCCTAT
GCAACAACAC AACTTCCTAT
GCAACAAGAC AACTTCCTAT
GCACCAAGAC AACTTCCTAT
GCAACAAGAC AACTTCCTAT
GCACCAAGAC AACTTCCTAT
GCAACAAGAC AACTTCCTAT
GCAACAAGAC AACTTCCTAT
GCAACAAGAC AACTTCCTAT
GCAACAAGAC AACTTCCTAT

N PR B B
385 395

TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTCCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTCCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA
TATATTTATG CACTTGCTCA

TGATCATGGT
TGATCATGGT
TGATCATGGT
GGATCATGCT
GGATCATGCT
GGATCATGCT
GGATCATGCT
GGATCATGCT
GGATCATGCT
GGATCATGCT

o

425
GGTTATAACA
GGTTCTAACA
GGTTATAACA
GGITATAACA
GGTTATAACA
GGTTATAACA
GGITATAACA
GGTTATAACA
GGTTATAACA
GGTTATAACA
GGTTATAACA

P

485
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT
CAGAATCATT

N

545
AAGAGTTTGT
ACGAGTTTGT
AAGAGTTTGT

GGATCATGCT
[

. o
435 445
ATAAATTGAG TTTCCTAATT
ATAAATTGAG TTTCCTAATT
ATAAATTTAG TTTCCTAATT
ATAAATTCAG TTTCCTAATT
ATAAATTCAG TTTCCTAATT
ATAAATTCAG TTTCCTAATT
ATAAATTCAG TTTCCTAATT
ATAAATTCAG TTTCCTAATT
AAAAATTCAG TTTCCTAATT
ATAAATTCAG TTTCCTAATT
ATAAATTCAG TTTCCTAATT

AU PR B B
495 505

TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC
TTCTTATTTC

N

555
ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAC
ACTCTCAAAT

GACTAATGAT
GACTAATGAT
TACTAATGAT
GACTAATGAT
GACTAATGAT
GACTAATGAT
GACTAATGAT
GACTAATGAT
GACTAATGAT
GACTAATGAT
GACTAATGAT

N
565

TTAAATAGGT
TTAA- TAGGT
TTAAATAGGT
YTAAATCGGT
TTAAATCGGT
TTAAATCGGT
TTAAATCGGT
TTAAATCGGT
TTAAATCGGT
TTAAATCGGT
TTAAATCGGT

ol

455
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT
GTGAAACGTT

ol

515
TCTAACAAAA
TCTAACAAAA
TCTAACAAAA
TYGAATCCAA
TCTAATCAAA
TCTAATCAAA
TCTAATCAAA
TCTAATCAAA
TCTAATCAAA
TCTAATCAAA
TCGAATCCAA

N
575

AAATGGAAGA
AAATGGAAGA

N

345
ATCCACTTAT
ATCC- CTWAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT
ATCCACTTAT

N
405
CGATTTTGTT
CGATTTTGTT
CGGTTTTGIT
CGATTTTGTT
CGATTTTGTT
CGATTTGGTT
CGATTTTGTT
CGATTTTGTT
CGATTTGGTT
CGATTTTGTT
CGATTTTGTT

AATCCAAAGA
AATCCAAAGA

N

355
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG
CTTTCAGGAG

e
415
GGAAAATCCT
GGAAAATCCT
GGAAAATCCT
GGAAAATCCT
GGAAAATCCT
GGAAACTCCT
GGAAAATCCT
GGAAAATCCT
GGAAACTCCT
GGAAAATCCT
GGAAAATCCT

A P B B
465 475
TAATTACTCG AATGTATCAA
TAATTACTCG AATGTATCAA
TAATTACTCG AATGTATCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA
TAATTCCTCG AATGTCTCAA

A PR R B
525 535

GATATCAGAG GGGTTTGCAT
GATATCAGAG GGTTTTGCAT
GATATCAGAG GTATTTGCAT

-123-

ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCATTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT
ATCCTTTTTT

N

585
TTATTGTGGA
TTATTGTGGA
TTATTGTGGA

GGGGTGCAAC
GAGGTGGAAC
GGGGTGCAAC
GAGGTCTACC
GAGGTCTACC
GAGGTCGAAC
GAGGTCTACC
GAGGTCTACC
GAGGTCGAAC
GCGGTCTAAC
GAGGTCTACC

N

595
AATTCCGTTT
AATTCCGTTT
AATTCCGTTT



Z2Z2zZzzzzZzzzmw

Z2Z2z2z2z2z2zz2Z2

Z2Z2zZ2z2zZ2zzZzz2zz2zmmr
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l'inifol

AAGGGTTTCT
AAGGGITTCT
AAGCCTTTCT
AAGGGTTTCT
AAGCGTTTCT
AAGCCTTTCT
AAGGGTTTCT
AAGCGTTTCT

P

605
TCTCTACGAT
TCTCTACGAT
TCTCTACGAT
TCTCTAGGCT
TCTCTACGCT
TCTCTACGCT
TCTCTACGCT
TCTCTACGCT
TCTCTACGCT
TCTCTACGCT
TCTCTACGCT

N

665
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT
AATTTACGAT

ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAT
ATTCTCAAAT

ol

615
TAAGATCTTC
TAATATCTTC
TAATATCTTC
TCATATCTTC
TCATATCTTC

GATATCAGAG GGITTTACAT
GATATCAGAG GGITTTACAT
GATATCAGAG GGITTTCCAT
GATATCAGAG GGITTTACAT
GATATCAGAG GGITTTACAT
GATATCAGAG GGITTTCCAT
GATATCAGAG GGITTTACAT

GATATCAGAG

P

625
TTTATCTTCT
TTTATCTTCT
TTTATCTTCT
TTTATCTTCT
TTTATCTTCT

TCATATCTTC TTTATCTTCT
TCATATCTTC TTTATCTTCT
TCATATCTTC TTTATCTTCT
TCATATCTTC TTTATCTTCT
TCATATCTTC TTTATCTTCT
TCATATCTTC TTTATCTTCT

A R R

675 685
CAATTCATTC AACATTTCCT
CAATTCATTC AATATTTCCT
CAATTCATTC AACATTTCCT
CCATTCATTC AACATTTCCT
CCATTCATTC AACATTTCCT
CCATTCATTC AACATTTCCT

GGTTTTACAT

ol

635
GTAGAAGGCA
GTAGAAGGCA
TTAGAAGGCA
GTAGAAGGCA
GTAGAAGGCA
GGAGAAGGCA
GTAGAAGGCA
GTAGAAGGCA
GGAGAAGGCA
GTAGAAGGCA
GTAGAAGGCA

N
695

Maria Silvina Soto — ANEXO 11

TTATTGIGGA
TTATTGTCGA
TTATTGIGGA
TTATTGICGA
TTATTGIGGA
TTATTGIGGA
TTATTGTGGA
TTATTGIGGA

P

645
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAATATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT
AAAAGATTTT

N
705

AATTCCCTTT
AATTCCCTTT
AATTCCCTTT
AATTCCCTTT
AATTCCCCTT
AATTCCCTTT
AATTCCCTTT
AATTCCCTTT

ol

655
CAAATCTCAT
AAAATCTCAG
AAAATCTCAT
GAAATCTCCT
GAAATCTCAT
CAAATCTCAT
GAAATCTCAT
GAAATCTCAT
CAAATCTCAT
CAAATCTCAT
GAAATCTCCT

N
715

TTTTTAGAGG ACAATTTTTC ACATCTAAAT
TTTTTAGAGG ACAATTTTGC ACATCTAAAT
TTTTTAGAGG ACAATTTTTC ACATCTAAAT
TTTTTAGAGG ACCATTTTGC ACATCTAAAT
TTTTTAGAGG ACAATTTTGC ACATCTAAAT
TTTTTAGAGG ACAATTTTGC ACATCTAAAT

CCATTCATTC
CCATTCATTC
CCATTCATTC
CCATTCATTC
CCATTCATTC

T R R D
725 735
TATGTATTAG AGATACTAAT
TATGTATTGG AGATACTAAT
TATGTATTAG AGATACTAAT
TATGGATTCG AGATAGTAAT
TATGGATTAG AGATAGTAAT
TATGGATTAG AGATAGTAAT
TATGGATTAG AGATAGTAAT
TATGGATTAG AGATAGTAAT
TATGGATTAG AGATAGTAAT
TATGGATTAG AGATAGTAAT
TATGGATTCG AGATAGTAAT

A R R

785 795
OGCTATTGGG TAAAAGATGC
CGCTATTGGG TAAAAGATGC
CGCTATTGGG TAAAAGATGC
CGCTATTGGG TAAAAGACGC
CGCTATTGGG TAAAAGACGC
CGCTATTGGG TAAAAGATGC
CGCTATTGGG TAAAAGACGC
CGCTATTGGG TAAAAGACGC
CGCTATTGGG TAAAAGATGC
CGCTATTGGG TAAAAGATGC
CGCTATTGGG TAAAAGACGC

A PR R B
845 855
TGGAATTTGA ATAGICTTAT

AACATTTCCT
AACATTTCCT
AACATTTCCT
AACATTTCCT
AACATTTCCT

N

745
ACCCTACCCC
ACCTTACCCC
ACCCTACCCC
ACCTTACCCC
ACCTTACCCC
ACCTTACCCC
ACCTTACCCC
ACCTTACCCC
ACCTTACCCC
ACCTTACCCC
ACCTTACCCC

N

805
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA
CTCTTCTTTA

.
865
TACTCCAAAG

-124-

TTTTTAGAGG ACAATTTTGC
TTTTTAGAGG ACAATTTTGC
TTTTTAGAGG ACAATTTTGC
TTTTTAGAGG ACAATTTTGC
TTTTTAGAGG ACCATTTTGC

U D R
755 765
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
CTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
GTTCATCTGG AAATCTTGGT
CTTCATCTGG AAATCTTGGT

N

815
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC
CATTTATTAC

ol
875
AAGCCOGCTT

N

825
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT
GATTCTTTCT

.
885
ACTCCTTTTC

ACATCTAAAT
ACATCTAAAT
ACATCTAAAT
ACATCTAAAT
ACATCTAAAT

N

775
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT
TCAAACTCTT

ol
835
CCACGAATAT
CCACGAATGT
CCACGAATAT
CCACGAATAT
CCACGAATAT
CCACGAATAT
CCACGAATAT
CCACGAATAT
CCACGAATAT
CCACGAATAT
CCACGAATAT

ol
895
AAAAAAAAAC
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inbrica
linaria
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ari stat
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br owal |
veitich
cal ycin
m crant

TGGAATTTGA
TGGAATTTGA
TGGAATTGGA
TGGAATTGGA
TGGAATTGGA
TGGAATTGGA
TGGAATTGGA
TGGAATTGGA
TGGAATTGGA
TGGAATTGGA

N

905
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT
AAAAGATTCT
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT
CAAAGATTCT

.

965
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA
TTTCTGOGGA
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA
TTTCTACGGA

P
1025
ATCTATTTCT
ATCTATTTCT
ATCTATTTCT
ATCTATTTCT
ATCTATTTCT
ATCTCTTTCT
ATCTATTTCT
ATCTATTTCT
ATCTCTTTCT
ATCTATTTCT
ATCTATTTCT

N

108
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT
ACCCTATGGT

CTAGICTTAT
ATAGTTTTAT
ATAGTCTTAT
ATAGTCTTAT
ATAGICTTCT
ATAGTICTTAT
ATAGTCTTAT
ATAGICTTCT
ATAGTCTTAT
ATAGTCTTAT

N

915
TCTTTTTCTT
TCTCCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT
TCTTCTTCTT

ol

975
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC
ACCAATCTTC

ol
1035
ATGGAAAGAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT
ATGGAAAAAT

N

109
TATTTAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
TATTCAAGGA
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TCCTCTAAAG AAGCCCCCTT A------ TTC AAAAAAAAAC
TACTCCAAAG AAGCCCGGTT ACTCCTTTTC AAAAAAAAAT
TACTCTAAAG AAGCCCGCGG ACTCCCTTTC CAAAAAAAAC
TACTCTAAAG AAGCCCGCTG ACTCCCTTTC CAAAAAAAAC
TACTCTCAAG AAGCCCGCTG ACTCCCTTTC AAAAAAAAAC

TACTCTAAAG

AAGCCCGCTG ACTCCCTTTC

CAAAAAAAAC

TACTCTAAAG AAGCCCGCTG ACTCCCTTTC CAAAAAAAAC
TACTCTCAAG AAGCCCGCCTG ACTCCCTTTC AAAAAAAAAC

TACTCTAAAG
TACTCTAAAG

N

925
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT
ATATAATTCT

.

985
TCATTTCOGA
TCATTTCCGA
TCATTTACGA
TCATTTCOGA
TCATTTCOGA
TCATTTCCGA
TCATTTCOGA
TCATTTCOGA
TCATTTCCGA
TCATTTCOGA
TCATTTCOGA

P
1045
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
AGAACGTCTT
GGAACGTCTT
AGAACGTCTT

N
110

AAGCCCGCTG ACTCCCTTTC
AAGCCCGCGG ACTCCCTTTC

U R B
935 945
TATGTATATG AGTGOGAATC
TATGTATATG AATGGGAATC
TATGTATATG AATGCGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC
TATCTATATG AATGGGAATC

A PR B
995 100

TCAACATCTT
TCAACATCCT
TCAACATCTT
TCAACATCCT
TCAACATCCT
TCAACATCCT
TCAACATCCT
TCAACATCCT
TCAACATCCT
TCAACATCCC
TCAACATCCT

ol
1055
GTAGAAGTCT
ATCGAAGTCT
GTCGAAGTCT
ATCGAAGTCT
ATAGAAGTCT
ATAGAAGTCT
ATAGAAGTCT
ATAGAAGTCT
ATAGAAGTCT
ATAGAAGYCT
ATCGAAGTCT

N
111

TTGGAGCCTT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT
TTGGAGCCCT

P
1065
TTACTAAGGA
TTACTAAGGA
TTGCTAAGGA
TTCCTCAGGA
TTACTCAGGA
TTCCTCAGGA
TTACTCAGGA
TTACTCAGGA
TTCCTCAGGA
TTACTCAGGA
TTCCTCAGGA

N
112

AAAAAAAAAC
CAAAAAAAAC

N

955
GACTTTCGTC
CACTTTCGTC
CACTTTCGIC
CACTTTCGTC
CACTTTCGTC
CACTTTCGTC
CACTTTCGTC
CACTTTCGTC
CACTTTCGTC
CACTTTCCTC
CACTTTCGTC

ol

101
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA
TCTTGAACGA

ol
1075
TTTGCAGGGC
TTTTCAGGTT
TTTTCAGGTT
TTGTCAGGTT
TTGTCAGGTT
TTGTCAGGTT
TTGTCAGGTT
TTGTCAGGTT
TTGTCAGGTT
TTCTCAGGTT
TTGTCAGGTT

N
113

CCCTTTACTG CATTATGITA
CTCTTTCCTG CATTATGITA

CCCTTTCATG
GCCTTTCGTA
GCCTTTCGTA
GCCTTTCGTA
GCCTTTCGTA
GCCTTTCGTA
GCCTTTCGTA
GCCTTTCGTA
GCCTTTCGTA

- 125 -

CATTATGITA
CATTATGITA
CATTATGITA
CATTATGTTA
CATTATGITA
CATTATGITA
CATTATGITA
CATTATGITA
CATTATGITA

GGTATCAAGG AAAATCAATT
GGTATCAAGG AAAATCAATT
GGTATCAAGG AAAATCAATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
GGTATCAAGG AAAATTCATT
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1145
CTGGCTTCAA
CTGCCTTCAA
CTGGCTTCAA
CTGGCTTCAA
CTGCCTTCAA
CTGGCTTCAA
CTGGCTTCAA
CTGGCTTCAA
CTGCCTTCAA
CTGGCTTCAA
CTGGCTTCAA

N
120
TGGCAGTGTC
TGGCAGTGTT
TGGCAATGTC
TGGCAGTCTT
TGGCAGTCTT
TGGCAGTCTT
TGGCAGTCTT
TGGCAGTCTT
TGGCAGTCTT
TGGCAGTCTT
TGGCAGTCTT

N

126
ACCCATTCCC
ACCCATTCCC
AATCATTCCC
ACCCATTTCC
ACCCATTTCC
ACCCATTTCC
ACCCATTTCC
ACCCATTTCC
ACCCATTTCC
ACCCATTTCC
ACCCATTTCC

ol
1325
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA
CGTAGTCAAA

.

138
CCCTTGTTCC
CCCTTGTTCC
CCCTTGTTCC
COCTTGTTCC
CCCTTGTTCC
CCCTTGTTCC
COCTTGTTCC
CCCTTGTTCC
CCCTTGTTCC
COCTTGTTCC
CCCTTGTTCC

1155
AGGGGACCCT
AGGGGACCCT
AGGGGACCGCT
AGGGGACCGCT
AGGGGACCCT
AGGGGACCGCT
AGGGGACCGCT
AGGGGACCCT
AGGGGACCCT
AGGGGACCCT
AGGGGACCCT

N

121
ATTTTTCTCT
ATTTTTCTCT
ATTTTTCTCT
ATTTGTCTCT
ATTTGTCTCT
ATTTCTCTCT
ATTTGTCTCT
ATTTGTCTCT
ATTTCTCTCT
ATTTGTCTCT
ATTTGTCTCT

N

127
GTGACTTTAT
GTGACTTTAT
GTGACTTTAT
CTGACTTTAT
GTGACTTTAT
GTCACTTTAT
GTGACTTTAT
GTGACTTTAT
GTCACTTTAT
GTGACTTTAT
CTGACTTTAT

N
1335
TGTTARAAAA
TCTGCGAAAA
TGTTAGAAAA
TCTGCGAAAA
TCTGCGAAAA
TCTGCGAAAA
TCTGCGAAAA
TCTGOGAAAA
TCTGCGAAAA
TCTGCGAAAA
TCTGOGAAAA

ol

139
AATTATTCCT
AATTATTCCT
AATTATTCCT
AGTTATTCCT
AGTTATTTCT
AGTTAGTCCT
AGTTATTCCT
AGTTATTCCT
AGTTAGTCCT
AGTTATTCCT
AGTTATTCCT

1165
TACTTTGATG
TCTTTTGATG
TTTTTTGATG
TCTTTTGATG
TCTTTTGATG
TCTTTTGATG
TCTTTTGATG
TCTTTTGATG
TCTTTTGATG
TCTTTTGATG
TCTTTTGATG

N

122
GTGCTTTCAC
GTGCTTTCAC
GTGCTTTCAC
CTTCTTTCCC
CTTCTTTCCC
CTTCTTTCCC
CTTCTTTCCC
CTTCTTTCCC
CTTCTTTCCC
CTTCTTTCCC
CTTCTTTCCC

N

128
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT
GGGCTATCTT

N
1345
TTCTTTTCTA
TTCATTTGTA
TTCATTTCTA
TTCATTTGGA
TTCATTTGGA
TTCATTTGGA
TTCATTTGGA
TTCATTTGGA
TTCATTTGGA
TTCGTTTGGA
TTCATTTGGA

.

140
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGG A
TTGATTGGGA
TTGATTGG A

- 126 -

1175
AATAAATGGA
AATAAATGGA
AATAAATGGA
CATAAATGCGA
CATAAATGGA
CATAAATGEA
CATAAATGCGA
CATAAATGGA
CATAAATGGA
CATAAATGGC
CATAAATGGA

N

123
ACAGAAAGGA
ACAGAAAGGA
ACAGAAAGGA
CCAGAAAGGA
CCAGAAAGGA
CCAGAAAGGA
CCAGAAAGGA
CCAGAAAGGA
CCAGAAAGGA
CCAGAAAGGA
CCAGAAAGGA

N

129
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC
TCAAGTGTGC

N
1355
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG
ATCAATAATG

ol

141
TCATTAGCTA
TCATTAGCTA
TCATTAGCTA
TCATTAGOGA
TCATTAGOGA
TCATTAGOGA
TCATTAGOGA
TCATTAGOGA
TCATTAGOGA
TCATTAGOGA
TCATTAGOGA
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1185
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT
AATTTTACCT

N

124
TTCATATAAA
TCCACCTAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA
TCCATATAAA

N

130
GACTAAATCC
GACTAAATCC
RACTAAATCC
GACTAAATCC
GACTAAATCC
GACTAAATCC
GACTAAATCC
GACTAAATCC
GACTAAATCC
GACTAAATCC
GACTAAATCC

N
1365
CAATTAAGAA
CAATTAAGAA
CAATTAAAAA
CAATTAAGAA
CAATTAAGAA
CAATTAAGAA
CAATTAAGAA
CAATTAAGAA
CAATTAAGAA
CAATTNAAGA
CAATTAAGAA

.

142
AAGCAAACTT
AAACAAACTT
AAGCAAACTT
AAAGAAACTT
AAAGAAACTT
AAAGAAACTT
AAAGAAACTT
AAAGAAACTT
AAAGAAACTT
AAAGAAACTT
AAAGAAACTT

1195
TGTCAATTTT
TATCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT
TGTCAATTTT

N

125
GCAATTATCT
CCAATTATCT
ACAATTATCT
CCAATTATCT
CCAATTATCT
CCAATTATCT
CCAATTATCT
CCAATTATCT
CCAATTATCT
CCAATTATCT
CCAATTATCT

N
131
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA
TTCAATGGTM
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA
TTCAATGGTA

N
1375
- GTTCGA- TA
- GTTCGA- TA
- GTTCGA- TA
- GTTCGA- TA
- GTTCGA- TA
- GTTCGA- TA
- GTTCGA- TA
-GTTCGA- TA
- GTTCGA- TA
AGTTCGAATA
- GTTCGA- TA

ol

143
TTGTACCATA
TTGTACCGTA
TTGTACCGTA
TTGTAGOGGA
TTGTACCGAA
TTGTACCGGA
TTGTACCGGA
TTGTACCGGA
TTGTACCGGA
TTGTANCGGA
TTGTAGOGGA
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A R R

144 145
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGACATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA
TTAGGGCATC CCATTAgTAA
TTAGGGCATC CCATTAGTAA

A R R
146 1475
ACCGCTTTGG TCCGATTT- A
ACCGCTTTGG TCCGATTT- A
ACCGGTTTGG TCCGATTT- A
ACCGCTTTGG TCCGATTT- C
ACCGCTTTGG TCCGATTT- A
ACCGCTTTGG TCCGATTT- A
ACCGCTTTGG TCCGATTT- A
ACCGCTTTGG TCCGATTT- A
ACCGCTTTGG TCCGATTT- A
aCGCTTTTGG TCCGATTTTA
ACCGCTTTGG TCCGATTT- C

.
1505

ol
1515

ACCGATTTGG G CGTATATG
ACCGATTTGG G CGTATATG
ACCGATTTGG G CGTATATG
ACCGATTTGG G CGTATATG
ACCGATTTGG G- CGTATATG
ACCGATTTGG G CGTATATG
ACCGATTTGG G CGTATATG
ACCGATTTGG G- CGTATATG
ACCGATTTGG G CGTATATG
ACCGATTTGG GGCGNATATG
ACCGATTTGG G CGTATATG

P

156
AAAGACTTTA
AAAGACTTTA
AAAGACTTTA
AA- GACTTTA
AA- GMETTTA
AA- GACTTTA
AA- GVCTTTA
AA- GACTTTA
AA- GVCTTTA
AA- ANATTTA
AAAGACTTTA

N

162
GGAAACACAA
GGAAACACAA
GGAAACACAA
GGAAACACAA
GGAAACACAA
GGAAACACAA
GGAAACACaa
GGAAACACAA
GGAAACACAA
GGAAACACAA
GGAAACACAA

P
168
AGAATTCTTA
AGAATTCTTA
AGAATTCTTA
AGAATTCTTA
AGAATTCTTA
AGAATTCTTA
AgAATTCTTa
AGAATTCTTA
AGAATTCTTA

ol

157
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA
TATCGAATAA

R —
163
AACTACTGTA
AACTACTGTA
AACTACTGTA
AACTACGGTA
AACTACGGTA
AACTACGGTA
aaCTACGGTa
AACTACGGTA
AACTACGGTA
AACTACGGTA
AACTACGGTA

.
1525
CAGAAATCTT
GAGAAATCTT
CAAAAATCTT
CAGAACTCTT
CAGAACTCTT
CAGAACTCTT
CAGAACTCTT
CAGAACTCTT
CAGAACTCTT
CAAAACTCTT
CAGAACTCTT

P

158
AGTATATACT
AGTATATACT
AGTATATACT
AGTATATACT
AGTATATACT
- GTATATACT
AGTATATACT
AGTATATACT
AGTATATACT
AGTATATACT
AGTATATACT

O

164
CGGA- CTTTT
CGGA- CTTTT
CGGA- CTTTT
CGGA- CTTTT
CKGA- CTTTT
CGGA- CTTTT
CGGAACTTTT
CGGA- CTTTT
CGGA- CTTTT
CGGA- CTTTT
CGGA- CTTTT

U D R
169 1705
ACGTCGGAAG AACAAATTCT
ACGTCGGAAG AACAAGTTCT
ACGTCGGAAG AACAAGTTCT
ACGTCGGAAG AACAAGTTCT
ACGTCGGAAG AACAAGTTCT
ACGTCGGAAG AAGAAGTTCT
ACGTCgGAaG AACAAGTTCT
ACGTCGGAAG AACAAGTTCT
ACGTCGGAAG AAGAAGTTCT

- 127 -

ol
1535

TTTCATTATT
TTTCATTATT
TTTCATTATT
TTTCATTATT
TTTCATTATT
TTTCATTATT
TTTCATTATT
TTTCATTAT

TTTCATTATT
TTTCAATATT
TTTCATTATT

ol

159
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT
TCGACTTTCT

N

165
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAKAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT
TTGAAAAGAT

N

171
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
TTCTTTGACC
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N

148
TCAG ATTCT
TCCG ATTCT
TCAG ATTCT
TCAG ATTCT
TCAG ATTCT
TCGG ATTCT
TCAG ATTCT
TCAG ATTCT
TCGG ATTCT
TCAACATTCT
TCAG ATTCT

.
1545
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
- ATAGOGGAT
TATAGCCGAA
- ATAGOGGAT

A
160
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAgAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA
TGTGCTAGAA

A
166
CCGGCTCAGA
CTGGCTCGGA
CCGGCTCGGA
CCGGCTCGGA
CCGGCTCGGA
CCGGCTCGGA
CCgGCTOGGA
CCGGCTCGGA
CCGGCTCGGA
CCGGCTCGGA

N
1495
GATATTATTG
GAGATTATTG
GATATTATTG
GATATTATTG
GATATTATTG
GATATTATTG
GATATTATTG
GATATTATTG
GATATTATTG
GATAt TATTG
GATATTATTG

ol
1555
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA
CTTCCAAAAA

ol

161
C TTTAGCTC
G TTTAGCTC
G TTTAGCTC
G TTTAGCTC
G TTTAGCTC
G TTTAGCTC
CGTTTAGCTC
G TTTAGCTC
G TTTAGCTC
G TTTAGCTC
C- TTTAGCTC

N

167
ATTATTG GA
ATTATTG GA
ATTATTG GA
ATTATTA- GA
ATTATTA- GA
ATTATTC- GA
ATTATTA- GA
ATTATTACGA
ATTATTC- GA
ATTATTA- GA

CCGGCTCGGA ATTATTA-GA

A R R D
172 1735
CTCCCAGGAG CTTCTTCTAG
TTCOCACGAG CTTCTTCTAG
TTTCCACGAG CTTCTTCTAG
TTCCCACGAG CTTCTTCTAA
TTCOCACGAG CTTCTTCTAA
TTCOCACGAG CTTCTTCTAA
TTCCCACGAG CTTCTTCTAA
TTCOCACGAG CTTCTTCTAA
TTCOCACGAG CTTCTTCTAA



2Z2Z2Z2Z2zZzzZzzmwr

2Z2Z2Z2ZzzZzzZzzmmr

Z2Z2zZzzzzzzmw

Z2Z2Z2zZ2zZzzZzzZzzmwr

Z2Zzzzmmr

calycin
m cr ant

linifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
cal ycin
m crant

linifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m crant

i nifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
calycin
m cr ant

l'inifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari
br owal |
veitich
cal ycin
m cr ant

l'inifol
anonal a
inbrica
linaria
ericoid
ari stat
scopari

AGAATTCTTA
AGAATTCTTA

N

174
TTTGTGGGGA
TTTGTGGGGA
TTTGTGGGGA
TTTGTGGGEC
TTTGTGGGGC
TTTATGGGGC
TTNGTGGGGC
TTTGTGGGGC
TTTATGGGGC
TTTGTGGGGC
TTTGTGGGGC

N

180
GGOGAATTAT
GGOGAATTAT
GGOGAATTAT
GGOGAATTAT
GGOGAATTAT
GGOGAATTCT
GGCGAATTAT
GGOGAATTAT
GGOGAATTCT
GGOGAATTCT
GGOGAATTAT

N

186
AGGAGATACA
AGGAGATAAA
AGGAGATCAA
AGGAGATCAA
AGGAGATCAA
AGGAGATACA
AGRARATCMVA
AGGAGATCAA
AGGAGATACA
AGGAGATAAA
AGGAGATCAA

P
1925
CAACTG AGT
CAACTG AGT
CAACTG AGT
CAACTG AGT
CAACTG AGT
CAACTG AGT
CAACTGTAgt
CAACTG AGT
CAACTG AGT
CAACTG AGT
CAACTG AGT

P

198
ATGTATACAT
ATGTATACAT
ATGTATACAT
ATGTATACAT
ATGTATACAT
ATGTATACAT
ATGTAt ACAT

ACGTCGGAAG
ACGTCGGAAG

N

175
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA
GTATATAGAA

N

181
CAATGATTCA
CAATGATTCA
CAATGATTCA
CAATGATTCA
CAATGATTCA
CAATGATTCA
CAAL GATTCA
CAATGATTCA
CAATGATTCA
CAATGATTCA
CAATGATTCA

N

187
AAATTTAAAC
AAATTTTCAC
AAATTTTAAC
AAATTTTCAC
AAATTTTCAC
AAATTCTCCC
AAATTTTCAC
AAATTTTCAC
AAATTCTCCC
AAATTGTCAC
AAATTTTCAC

ol
1935
ATTCAACTTT
ATTCAACTTT
ATTCAACTTT
ATTCCACTTT
ATTCCACTTT
ATTCCACTTT
ATt CCACTTT
ATTCCACTTT
ATTCCACTTT
ATTCCACTTT
ATTCCACTTT

ol

199
AGGGAAAGCC
AGGGAAAGCC
AGGGAAAGCC
AGGGAAAGCC
AGGGAAAGCC
AGGGAAAGCC
AGGGAAAGCC

AACAAGITCT TTCTTTGACC
AACAAGTITCT TTCTTTGACC

A R B

176 177
GTCGGATTTG GTATTTGGAT
GTCGGGTTTG GTATTTGGAT
GTCGGATTTG GTATTTGGAT
GTCGGATTTG GTATTTGGAT
GTCGGATTTG GTATTTGGAT
GTCGTATTTG GTATTTGGAT
GTCGGATTTG GTATTTGGAT
GTCGGATTTG GTATTTGGAT
GTCGTATTTG GTATTTGGAT
GTCGGATTTG GTATTTGGAT
GTCGGATTTG GTATTTGGAT

R O N B
182 183
TTCTAAGATT T---------
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TTCCCACGAG
TTCCCACGAG

N

178
ATTTTTTGTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTGTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTCTA
ATTTTTTCTA

TTCTAAGATT
TTCTAAGATT
TTCTAAGATT
TTCTAAGATT
TTCTAAGATT
TTCTAAQATT
TTCTAAGATT
TTCTAAGATT
TTCTAAGATT
TTCTAAGATT

N

188
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA
TATTC GaAA
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA
TATTCTGAAA

.
1945
TTAAATTAAA
TTAAACGAAA
TTAAA- TAAA
TTAAATTAAA
TTAAATTAAA
TTAAATTCAA
TTAAATTAAA
TTAAATTAGA
TTAAATTCAA
TTAAATTAAA
TTAAATTAAA

P
200

TTCTAAATGG AATTTT---T

TTCGAAATGG AAATTTTCTT
TTCGAAATGG AAATTTTCTT
TTCGAAATGG AAATTTTGIT
TTCGAAATGG AAATTTTCTT
TTCGAAATGG AAATTTTCTT
TTCGAAATGG AAATTTTGIT
TTCGAAATGG AAATTTTGIT
TTCGAAATGG AAATTTTCTT

N

189
TGTTGATTGT
TGTTGATTGT
TGTTGATTGT
TGTGGATTGG
TGTGGATTGG
TGTGGATTGT
TGTGGATGGN
TGTGGATTGG
TGTGGATTGT
TGTCGATTGT
TGTGGATTGG

ol
1955
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA
gTcTTTCL AA
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA
GTCTTTCTAA

ol
201

N
1905
AATAGTAATA
AATAGTCATA
AATAGTAATA
AATAGTAATA
AATAGTAATA
AATAGTAATA
AaTAGTAATA
AATAGTAATA
AATAGTAATA
AATAGTAATA
AATAGTAATA

.
1965

CTTCTTCGAA
CTTCTTCTAA

N

179
TCAATGATCT
TCAATNATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT
TCAATGATCT

N

185
CTAAATGATG
CTAAATGATA
CTAAATGATG
CGAAATGATG
CGAAATGATG
CTAAATGATG
CGAARTGATG
CGAAATGATG
CTAAATGATG
CTAAATGATG
CGAAATGATG

B |
191
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT
agGGGTAaAT
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT
AGGGGTAAAT

ol
1975

TTTCTAAAAG AAAGGAACTG
TTTCTATAAG AAAGGAACTG
TTTATATAAG AAAGGAACTG
TTTCTATAAG AAAGGAACTG
TTTCTATAAG AAAGGAACTG
TTTCGATAAG AAAGGAACTG
TTTCTATTAG AaagGaaCTG
TTTCTATAAG A AGGAACTG
TTTCGATAAG AAAGGAACTG
TTTCTATAAG AAAGGAACTG
TTTCTATAAG AAAGGAACTG

GTGTGCAATG AAAAATGCAA
GTGIGCAATG AAAAATGCAA
GIGTGCAATG AAAAATGCAA
GTGTGCAATG AAAAATGCAA
GTGIGCAATG AAAAATGCAA
GTGIGCAATG AAAAATGCAA
gt gt gcaaTG aaaaaTCcaa
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Z2Z2z<Z

br owal |
veitich
calycin
m crant

ATGTATACAC AGGGAAAGCC GTGTGCAATG AAAAANGCAA
ATGTATACAT AGGGAAAGCC GTGIGCAATG AAAAATGCAA
ATGTATACAT AGGGAAAGCC GTGTGCAATG AAAAATGCAA
ATGTATACAT AGGGAAAGCC GITGTGCAATG AAAAATGCAA
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Anexo II-.c: Matriz de datos de la region #rnL

222

ZEZ2Z2Z2Z222Z2 2Zzzzzzz2z Z2ZzzzzzzZ2 Z2Z2Z2z2zzzzZ2

Z2zzzzzezz

. linariae
eri coi de
aristata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
m crant h

. linariae
. ericoi de
aristata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
. m cranth

l'inariae
ericoi de
aristata
scopari a
browal | o
veitich

. cal yci na
. m cranth

linariae
ericoi de
aristata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
m crant h

. linariae
ericoi de
ari stata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
m cranth

linariae
eri coi de
aristata
scopari a
browal | o
veitich

. cal yci na
. mcranth

. linariae
. ericoi de
. aristata

N DU
5 15
ACTTAATTGG ATTGAGCCTT
ACTTAATTGG ATTGAGCCTT
ACTTAATTGG ATTGAGCCTT
GCTTTCTTTG GITGAGCCTT
ACTTAATTGG ATTGAGCCTT
ACTTAATTGG ATTGAGCCTT
ACTTAATTGG ATTGAGCCTT
ACTTAATTGG ATTGAGCCTT

N P R P
65 75
GAAACCCTGG AATTAACAAA
GAAACCCTGG AATTAACAAA
GAAACCCTGG AATTAACAAA
GAAACCCTGG AATTAACAAA
GAAACCCOGG AATTAACAAA
GAAACCCTGG AATTAACAAA
GAAACCCTGG AATTAACAAA
GAAACCCTGG AATTAACAAA

S P B B
125 135
ACAAAGGTTC AG - AAAAAA
ACAAAGGTTC AG - AAAAAA
ACAAAGGTTC AG - AAAAAA
ACAAAGGTTC AG - AAAAAA
ACAAAGGTTC AG - AAAAAA
ACAPAGGTTC AG - AAAAAA
ACAAAGGTTC AG - AAAAAA
ACAPAGGTTC AG - AAAAAA

A D B B

185 195
TGGAGTTAAA TGCGTTGGTA
TGGAGTTAAA TGOGTTGGTA
TGGAGTTAAA TGCGTTGGGA
TGGAGTTAAA TGOGTTGGTA
TGGAGTTAAA TGCGTTGGTA
TGGAGTTAAA TGOGTTGGGA
TGGAGTGAAA TGOGTTGGGA
TGGAGTTAAA TGOGTTGGTA

N EEEEY B PR
245 255
AGA:- - ATGAA TAAACGTATA
AGA- - ATGAA TAAACGTATA
CGA- - ATGAA TAAACGTATA
AGA- - ATGAA TAAACGTATA
AGA:- - ATGAA TAAACGTATA
CGA- - ATGAA TAAACGTATA
AGA:- - ATGAA TAAACGTATA
AGA- - ATGAA TAAACGTATA

Y T R B
305 315
COCGAATTCG TATTTTTTCT
COCGAATTCG TATTTTTTCT

O P
45 55

GATCACTTTC AAATT- CAGA
GATCACTTTC AAATT- CAGA
GATCACTTTC AAATT- CAGA
GATCACTTTC AAATT- CAGA
GATCACTTTC AAA- T- CAGA
GATCACTTTC AAA- Tt CAGA
GATTACTTTC AAATT- CAGA
GATCACTTTC AAATT- CAGA

B P R P R B
95 105
CCTGAGCCAA ATCCTGTTTT
CCTGAGCCAA ATCCTGTTTT
CCTGAGCCAA ATCCTGTTTT
CCTGAGCCAA ATCCTGTTTT
CCTGAGCCAA ATCCTGTTTT
CCTGAGCCAA ATCCTGTTTT
CCTGAGOCAA ATCCTGTTTT
CCTGAGCCAA ATCCTGTTTT

A U N B U BN B B
145 155 165 175
AGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA
AGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA
GGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA
AGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA
AGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA
GGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA
AGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA
AGGATAGGTG CAGAGACTCA ATGGAAGCTA TTCTAACAAA

U U R RN IR (R R
205 215 225 235

T P T P
35
CTTACTAAGT
CTTACTAAGT
CTTACTAAGT
CTTGCTAAGT
CTTACTAAGT
CTTACTAAGT
CTTACTAAGT
CTTACTAAGT

GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG - - - - - AGAAAGAAAG
GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG -- - - - AGAAAGAAAG
GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG - - - - - AGAAAGAAAG
GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG -- - - - AGAAAGAAAG
GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG - - - - - AGAAAGAAAG
GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG - - - - - AGAAAGAAAG
GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG - - - - - AGAAAGAAAG
GAGGAATCTT TCCATCGAAA TTTG - - - - - AGAAAGAAAG

U U R DN VRN R N B

265 275 285 295

TACATACGTA TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGACGA
TACATACGTA TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGACGA
TACATATGTT TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGAGGA
TACATACGTA TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGACGA
TACATACGTA TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGACGA
TACATATGTT TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGAGGA
TACATACGTA TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGACGA

TACATACGTA TTGAATACTA TATCAAATGA TTAATGACGA

N R B T BN DU R DU
325 335 345 355

ATAAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCCGCATTG

ATAAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCOGCATTG

CCCGAATTCG TATTTTTTCG ATCAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCCGCATTG

CCCGAATTCG TATTTTTTCT
CCCGAATTCG TATTTTTTCT
CCCGAATTCG TATTTTTTCG
CCCGAATTCG TATTTTTTCT
CCCGAATTCG TATTTTTTCT

AU RN B B
365 375
AAGAAAGAAT CGAATATTCA
AAGAAAGAAT CGAATATTCA
AAGAAAGAAT CGAATATTCA

ATAAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCCGCATTG
ATAAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCCGCATTG
ATCAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCCGCATTG
ATAAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCCGCATTG
ATAAAAAATC AAAGAATTGG TGTGAATCGA TTCCGCATTG

U DU R DR VRN R N B
385 395 405 415
TTGATCAAAT CATTCACTCC CGAGTCTGAT AGATCTTTTG
TTGATCAAAT CATTCACTCC CGAGTCTGAT AGATCTTTTG
TTGATCAAAT CATTCACTCC CGAGTCTGAT AGATCTTTTG
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Z2zzz2

Z2Z2Z2z2zzzzZ2

Z2zzzzzzZz

2zzzzzzz

ZEZ2Z2Z2Z222Z2

scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
m crant h

. linariae
ericoide
aristata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
m cranth

l'inariae
ericoi de
ari stata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
m cranth

linariae
ericoi de
aristata
scopari a
browal | o
veitich

. cal yci na
. micranth

l'inariae
ericoi de
ari stata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
. m cranth

linariae
eri coi de
aristata
scopari a
browal | o
veitich

cal yci na
. mcranth

AAGAAAGAAT
AAGAAAGAAT
AAGAAAGAAT
AAGAAAGAAT
AAGAAAGAAT

.
425
AAGAACTGAT
AAGAACTGAT
AAGAACTGAT
AAGAACTGAT
AAGAACTGAT
AAGAACTGAT
AAGAACTGAT
AAGAACTGAT

R
485

CGAATATTCA TTGATCAAAT
CGAATATTCA TTGATCAAAT
CGAATATTCA TTGATCAAAT
CGAATATTCA TTGATCAAAT
CGAATATTCA TTGATCAAAT

ol
435 445
TAATCGGACG AGAATAAAGA
TAATCGGACG AGAATAAAGA
TAATCGGACG AGAATAAAGA
TAATCGGACG AGAATAAAGA
TAATCGGACG AGAATAAAGA
TAATCGGACG AGAATAAAGA
TAATCGGACG AGAATAAAGA
TAATCGGACG AGAATAAAGA

N P T B
495 505
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CATTCACTCC CGAGICTGAT
CATTCACTCC CGAGTCTGAT
CATTCACTCC CGAGICTGAT
CATTCACTCC CGAGTCTGAT
CATTCACTCC CGAGICTGAT

ol

455 465
TAGAGTCCCG TTCTACATGT
TAGAGTCCOG TTCTACATGT
TAGAGTCCCG TTCTACATGT
TAGAGTCCOG TTCTACATGT
TAGAGTCCOG TTCTACATGT
TAGAGTCCOG TTCTACATGT
TAGAGTCCCG TTCTACATGT
TAGAGTCCOG TTCTACATGT

N EEEEY BT FE
515 525

AGATCTTTTG
AGATCTTTTG
AGATCTTTTG
AGATCTTTTG
AGATCTTTTG

e
475
CAATACOGGC
CAATACCGGC
CAATACOGGC
CAATACCGGC
CAATACOGGC
CAATACCGGC
CAATACOGGC
CAATACCGGC

ol
535

AACAATGCAA TTTATAGTAA
AACAATGCAA TTTATAGTAA
AACAATGCAA TTTATAGTAA
AACAATGCAA TTTATAGTAA
AACAATGCAA TTTATAGTAA
AACAATGCAA TTTATAGTAA
AACAATGCAA TTTATAGTAA
AACAATGCAA TTTATAGTAA

A D B B

545 555
TCOCTCTATC CCCAAAAAGA
TCOCTCTATC CCCAAAAAGA
TCOCTCTATC CCCAAAAAGA
TCOCTCTATC COCAAAAAGA
TCOCTCTATC CCCAAAAAGA
TCOCTCTATC CCCAAAAAGA
TCCCTCTATC CCCAAAAAGA

Y R R PR
605 615
AGCGGITCCA AATTCCTTAT
AGCGGTTCCA AATTCCTTAT
AGCGGITCCA AATTCCTTAT
AGCGGITCCA AATTCCTTAT
AGCGGTTCCA AATTCCTTAT
AGCGGTTGGA AATTCCTTAT
AGCGGTTCCA AATTCCTTAT

o
675

GAGGAAAATC
GAGGAAAATC
GAGGAAAATC
GAGGAAAATC
GAGGAAAATC
GAGGAAAATC
GAGGAAAATC
GAGGAAAATC

ol

565
CTATTTCACT
CTATTTCACT
CTATTTCACT
CTATTTCACT
CTATTTCACT
CTATTTCACT
CTATTTCACT

ol
625

CGTCGACTTT
CGTCGACTTT
CGTCGACTTT
CGTCGACTTT
CGTCGACTTT
CGTCGACTTT
CGTCGACTTT
CGTCGACTTT

N
635

CAAAATCGTG AGGGTTCAAG
AAAAATCGTG AGGGTTCAAG
AAAAATCGTG AGGGTTCAAG
AAAAATCGTG AGGGTTCAAG
AAAAATCGTG AGGGTTCAAG
AAAAATCGTG AGGGTTCAAG
AAAAATCGTG AGGGTTCAAG

A D B B

585 595
TTATCGGACC COCTCTCCTT
TTATCGGACC CCCTCTCCTT
TTATCGGACC COCTCTCCTT
TTATCGGACC COCTCTCCTT
TTATCGGACC CCCTCTCCTT
TTATCGGACC CCCTCTCCTT
TTATCGGACC CCCTCTCCTT

ce e o
645

ol
655

CTTTCGCATG CACTCTATTC TTTTCGAAAT GGITTGGEGEEC
CTTTCGCATG CACTCTATTC TTTTCGAAAT GGTTTGGGGEC
CTTTCGCATG CACTCTATTC TTTTCGAAAT GGITTGGEGEEC
CTTTCGCATG CACTCTATTC TTTTCGAAAT GGITTGGEGEEC
CTTTCGCATG CACTCTATTC TTTTCGAAAT GGTTTGGGGEC
CTTTCGCATG CACTCTATTC TTTTCGAAAT GGITTGGEGEEC
CTTTCGCATG CACTCTATTC TTTTCGAAAT GGTTTGGGGEC

685

695

TTCGCTTATC ACAAATCTTG TGATATATAT
TTCTCTTATC ACAAACCTTG TGATATATAT
TTCCCTTATC ACAAATCTTG TGATCTATAT

TTCTCTTATC ACAAATCTTG TGATATATAT
TTCGCTTATC ACAAATCTTG TGATCTATAT
TTCTCTTATC ACAAATCTTG TGATATATAT
TTCGCTTATC ACAAATCTTG TGATATATAT

-131-

ol
705
GATAGACAT
GATAGACAT
GATACACAT
GATAGACAT
GATACACAT
GATACACAT
GATAGACAT
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Maria Silvina Soto — ANEXO 11T

Tabla 1: Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del
. estilo en cruzamientos interespecificos donde N. aristata utilizada como madre.

Promedio

observaciones 2005 observaciones 2006 observaciones 2005-2006)

cruzamiento 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en

tercio |tercio | tercio | ovario J tercio | tercio | tercio ovario Qtercio | tercio | tercio | ovario
Nax NI 100 80 50 si 100 60 30 si 100 70 40 si
Na x Nb 100 40 * * 100 40 * * 100 40 * *
Na x Nv 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Na x Nm 100 * * B s/g * * B 100 # # #
Na x Ne 100 50 30 * 100 50 40 * 100 50 35 *
Na x Nc 100 60 40 si 100 40 40 si 100 50 40 si
Na x Ns 100 60 40 * 100 50 30 * 100 65 35 *

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha,; Ne- N.
eriocides; Ns,; N. scoparia; Nc- calycina

Tabla 2: Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del
. estilo en cruzamientos interespecificos donde N. calycina utilizada como

madre.
Promedio
observaciones 2005 observaciones 2006 Observaciones 2005-2006
cruzamiento 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en
tercio |tercio | tercio | ovario J tercio | tercio | tercio ovario [ tercio | tercio |tercio | ovario
Nc x Nb 100 40 * * 100 40 * * 100 40 * *
Nc x Ne 100 50 25 * 100 60 40 * 100 45 35 *
Nc x Na 100 50 25 * 100 60 40 * 100 45 35 *
Nc x Nv 100 60 * * 100 40 * * 100 50 * *
Nc x Nm 100 * * # 100 * * # 100 # * *
Nc x Nl 100 70 20 # 100 50 40 # 100 60 30 *
Nc x Ns 100 60 30 # 100 60 40 # 100 60 37 *

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha,; Ne- N.
eriocides; Ns; N. scoparia; Nc- calycina

Tabla 3: Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del estilo
. en cruzamientos interespecificos donde N. ericoides utilizada como madre.

Promedio

observaciones 2005 observaciones 2006 observaciones 2005-2006

cruzamiento 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en

tercio |tercio | tercio | ovario J tercio | tercio | tercio ovario [ tercio | tercio |tercio | ovario
Ne x Nb 50 * * * % * * * 25 * * *
Ne x NI 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Ne x Na 100 50 25 # 100 50 25 # 100 50 25 *
Ne x Nv 100 60 30 # 100 50 40 # 100 55 35 *
Ne x Nm 100 * * # 100 * * # 100 * * *
Ne x Nc 100 * * * 100 * * * 100 * * P
Ne x Ns 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha; Ne- N.
ericoides; Ns; N. scoparia; Nc- calycina
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Tabla 4. Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del estilo
en cruzamientos interespecificos donde N. calycina utilizada como madre.

Promedio

observaciones 2005 observaciones 2006 Observaciones 2005-2006

cruzamiento 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en

tercio |tercio tercio ovario tercio tercio tercio ovario tercio tercio | tercio ovario
NI x Nb 100 * * * 100 * * * 100 * * *
NI x Ne 100 100 80 si 100 100 70 si 100 100 75 si
NI x Na 100 40 * * 100 50 10 * 100 45 5 *
NI x Nv 100 60 * * 100 50 * * 100 55 * *
NI x Nm 50 * * * 30 * * * 40 * * *
NI x Nc 100 50 35 * 100 50 35 * 100 50 35 *
NIx Ns 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha; Ne- N.
ericoides; Ns; N. scoparia; Nc- calycina

Tabla 5. Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del estilo
en cruzamientos interespecificos donde N. micranthaa utilizada como madre.
Promedio
observaciones 2005 observaciones 2006 observaciones 2005-2006
cruzamiento 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en
tercio | tercio | tercio ovario J tercio | tercio | tercio | ovario [ tercio | tercio |tercio | ovario
Nm x Nb 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Nm x NI 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Nm x Na 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Nm x Nv 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Nm x Ne 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Nm x Nc 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Nm x Ns 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha,; Ne- N.
ericoides; Ns; N. scoparia; Nc- calycina

Tabla 6. Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del estilo
6 en cruzamientos interespecificos donde N. scoparia utilizada como madre.

Promedio
observaciones 2005 observaciones 2006 observaciones 2005-2006
cruzamiento 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en
tercio |tercio | tercio | ovario J tercio | tercio | tercio | ovario J tercio | tercio | tercio | ovario
Nsx Nb 50 * * * * * * * 25 * #* *
Nsx NI 100 | 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Ns x Na 100 80 * * 100 60 * * 100 70 * *
Ns x Nv 100 50 * * 100 50 * * 100 50 * *
Ns x Nm 50 * * * 80 * * * 60 * * *
Ns x Nc¢ 100 50 30 * 50 40 * * 100 50 35 *
Nsx Ne 100 | 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha,; Ne- N.
ericoides; Ns; N. scoparia; Nc- calycina
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Tabla 7. Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del estilo
6 en cruzamientos interespecificos donde N. veitichii utilizada como madre.

Promedio Promedio
observaciones 2005 observaciones 2006 observaciones 2005-2006
cruzamiento 1° 2° 3° TP*en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en
tercio | tercio | tercio | ovario [ tercio | tercio | tercio | ovario [ tercio | tercio [tercio | ovario
Nv x NI 100 80 75 * 100 60 80 * 100 70 80 *
Nv x Na 100 100 100 si 100 100 100 si 100 100 100 si
Nv x Nb 50 * * * 50 * * * 50 * * *
Nv x Nm 50 * * * 50 * * * 50 * * *
Nv x Ne 100 70 50 si 100 50 40 si 100 60 45 si
Nvx Nc 100 60 40 si 100 40 40 si 100 50 40 si
Ne x Ns 100 60 40 si 100 50 40 si 100 65 40 si

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha,; Ne- N.
ericoides; Ns,; N. scoparia; Nc- calycina

Tabla 8. Porcentaje promedio de la cantidad de tubos polinicos en tres segmentos del estilo
6 (%) en cruzamientos interespecificos donde N. browalloides utilizada como madre.

Promedio Promedio
observaciones 2005 observaciones 2006 observaciones 2005-2006
cruzamiento 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en 1° 2° 3° TP* en
tercio |tercio | tercio ovario [ tercio | tercio | tercio ovario [ tercio | tercio [ tercio | ovario
Nb x NI 100 80 50 si 100 80 50 si 100 80 50 si
Nb x Ne 100 80 50 si 100 80 40 si 100 80 45 si
Nb x Na 100 40 * * 100 60 * * 50 50 * *
Nbx Nv 100 50 * * 100 50 * * 50 50 * *
Nb x Nm 50 * * * 50 * * * 50 * * *
Nb x Nc¢ 100 80 60 si 100 100 50 si 100 90 55 si
Nbx Ns 100 100 50 si 100 100 50 si 100 100 50 si

Na-N aristata; NI- N. linariefolia; Nb- N. browalloides; Nv- N. veitichii; Nm- N. micrantha,; Ne- N.
ericoides; Ns,; N. scoparia; Nc- calycina
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Anexo IV - Tabla 1: Promedio de Intensidad relativa de Fluorescencia (IRF) en N. ericoides, N.
scoparia, Hibridos y progenie segregante (Hibridos F2 y retrocruzas).

Origen de la Planta IRF Origen de la Planta IRF
planta a (promedio) planta a evaluar (promedio)
evaluar

N. scoparia x | N. scoparia | 0.523525908 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.515433024
N. scoparia

N. scoparia x| N. scoparia | 0.521213907 hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.521778043

N. scoparia
N. scoparia x | N. scoparia | 0.538681948 hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.511818182
N. scoparia
N. scoparia x| N. scoparia | 0.539977477 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.520414381
N. scoparia
N. scoparia x | N. scoparia | 0.538860104 hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.526233113
N. scoparia
N. scoparia x | N. scoparia | 0.529746655 hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.526315789

N. scoparia

N. scoparia x
N. scoparia

. scoparia | 0.513031161 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.519088868

N. ericoides x| N. ericoides | 0.552536443 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.510973725

N. ericoides x| N. ericoides | 0.562288613 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.508841463
N. ericoides

N. ericoides x| N. ericoides | 0.560200669 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.511818182

N. ericoides

N. ericoides x| N. ericoides | 0.562288613 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.520414381

N. ericoides

N. ericoides x| N. ericoides | 0.559886133 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.526233113

N. ericoides

N. ericoides x| N. ericoides | 0.560288613 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.526315789

N. ericoides

N. ericoides x| N. ericoides | 0.558288613 |hibrido x hibrido | hibrido F2 | 0.521778043

N. ericoides

N
N
N
N
N
N
N
N. ericoides
N
N
N
N
N
N
N

N. ericoides x| N. ericoides | 0.562288613| hibrido x N. retrocruza | 0.551798175

N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.566250743| hibrido x N. |retrocruza | 0.539250067
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.558537305| hibrido x N.  |retrocruza | 0.537203598
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.543931825| hibrido x N.  |retrocruza | 0.523307436
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.536270983| hibrido x N. |retrocruza | 0.539884074
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.549765808| hibrido x N.  |retrocruza | 0.558718861
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.547800587| hibrido x N.  |retrocruza | 0.55450237
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.529482191 hibrido x N.  |retrocruza | 0.586178185
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.533373063| hibrido x N.  |retrocruza |0.574479889
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.5452904| hibrido x N.  |retrocruza | 0.552222222
N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.603030303| hibrido x N.  |retrocruza | 0.543025872
N. ericoides ericoides

N. scoparia x hibrido F1 0.554482342 hibrido x N. retrocruza 0.554110158
N. ericoides ericoides

N. scoparia x hibrido F1 0.541666667 hibrido x N. retrocruza 0.549579832
N. ericoides ericoides
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Origen de la Planta IRF Origen de la Planta IRF
planta a (promedio) | planta a evaluar (promedio)
evaluar

N. scoparia x | hibrido F1 0.547904192| hibrido x N. retrocruza | 0.54877369

N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.550151976| hibrido x N. retrocruza | 0.571025134

N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.554575859| hibrido x N. retrocruza | 0.553436185

N. ericoides ericoides

N. scoparia x | hibrido F1 0.558333333| hibrido x N. retrocruza | 0.553047404

N. ericoides ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.538297872| hibrido x N. retrocruza | 0.555555556

N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.566666667| hibrido x N. retrocruza | 0.555111365
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.549240122| hibrido x N. retrocruza | 0.555869074
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.549443758| hibrido x N. retrocruza | 0.56092734
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.5640553| hibrido x N. retrocruza | 0.548553423
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.561720698| hibrido x N. retrocruza | 0.55523755
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.560644346| hibrido x N. retrocruza | 0.556126821
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.548859935| hibrido x N. retrocruza | 0.561353211
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.561128527| hibrido x N. retrocruza | 0.548553423
N. scoparia ericoides

N. ericoides x| hibrido F1 0.546728972| hibrido x N. retrocruza | 0.539325843

N. scoparia scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.52687519| hibrido x N. retrocruza | 0.532411409
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.517873795| hibrido x N. retrocruza | 0.531034483
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.519565217| hibrido x N. retrocruza | 0.548005908
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.505649718| hibrido x N. retrocruza | 0.534410533
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.511104442| hibrido x N. retrocruza | 0.53663423
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.507571169| hibrido x N. retrocruza | 0.531034483
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.527108434| hibrido x N. retrocruza | 0.548005908
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.53021148| hibrido x N. retrocruza | 0.534410533
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.516616314| hibrido x N. retrocruza | 0.531034483
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.506382979| hibrido x N. retrocruza | 0.531034483
Hibrido scoparia
Hibrido x Hibrido F2 0.521804062| hibrido x N. retrocruza | 0.548005908
Hibrido scoparia

IRB = intensidad media de fluorescencia de la muestra/intensidad media de fluorescencia patrén
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Anexo 1V —-Tabla 2: Brotes promedio, Altura y relacion brotes/altura de la progenie
segregante de hibridos entre N. scoparia y N. ericoides.

Clon Promedio de n° de | Altura (cm) promedio Porcentaje de
brotes enraizamiento
1 2.57 0.35 85
2 1.87 0.28 95
3 243 0.51 90
4 3.33 0.43 100
5 2.73 0.30 100
6 2.70 0.40 90
7 1.83 0.27 80
8 4.33 0.71 90
9 2.27 0.32 80
10 2.39 0.31 100
11 2.32 0.24 100
12 3.21 0.46 80
13 2.68 0.40 95
14 3.40 0.48 100
15 4.70 0.71 100
16 5.07 1.02 100
17 3.04 0.33 100
18 3.60 0.54 90
19 3.93 0.60 95
20 3.63 0.49 100
21 1.89 0.25 95
22 2.97 0.50 100
23 227 0.26 100
24 4.48 0.71 100
25 3.68 0.57 100
26 2.80 0.60 100
27 2.38 0.26 100
28 3.13 0.39 100
29 2.07 0.17 95
30 3.37 0.35 100
31 4.60 0.96 85
32 3.50 0.65 90
33 2.60 0.71 100
34 4.03 0.58 100
35 4.00 0.55 100
36 5.03 0.93 100
37 6.04 1.30 95
38 10.90 2.48 100
39 547 1.33 100
40 5.86 1.27 100
41 4.33 0.81 80
42 3.57 0.68 100
43 4.27 0.82 100
44 3.53 0.69 100
45 1.90 0.17 100
46 4.00 0.53 100
47 4.90 0.72 100
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Promedio de n° de Altura (cm) promedio Promedio de
brotes enraizamiento
48 2.97 0.26 100
49 1.76 0.19 100
50 3.38 0.49 100
51 3.27 0.38 100
52 3.03 0.30 100
53 2.45 0.29 100
54 4.07 0.44 100
55 2.47 0.24 100
56 3.62 0.34 100
57 1.86 0.23 95
N. scoparia 1.60 0.19 80
N. ericoides 2.28 0.43 65

Anexo IV - Tabla 3: Porcentaje de polen no abortados sobre 57 plantas provenientes de la

progenie segregantes.

Origen del hibrido planta | Polen no Origen del hibrido planta | Polen no
abortado abortado
(%) (%)

N. scoparia x N. ericoides 1 97 N. ericoides x N. scoparia 17 95
N. scoparia x N. ericoides 2 92 N. ericoides X N. scoparia 18 90
N. scoparia x N. ericoides 3 63 N. ericoides x N. scoparia 19 34
N. scoparia x N. ericoides 4 73 N. ericoides x N. scoparia 20 96
N. scoparia x N. ericoides 5 92 N. ericoides x N. scoparia 21 73
N. scoparia x N. ericoides 6 94 N. ericoides X N. scoparia 22 95
N. scoparia x N. ericoides 7 97 N. ericoides x N. scoparia 23 36
N. scoparia x N. ericoides 8 91 N. ericoides x N. scoparia 24 46
N. scoparia x N. ericoides 9 69 N. ericoides x N. scoparia 25 91
N. scoparia x N. ericoides 10 98 N. ericoides x N. scoparia 26 93
N. scoparia x N. ericoides 11 98 N. ericoides X N. scoparia 27 88
N. scoparia x N. ericoides 12 98 N. ericoides x N. scoparia 28 88
N. scoparia X N. ericoides 13 96 N. ericoides x N. scoparia 29 95
N. scoparia x N. ericoides 14 92 N. ericoides X N. scoparia 30 68
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Origen del hibrido planta | Polen no Origen del hibrido planta | Polen no
abortado abortado
(%) (%)
N. scoparia x N. ericoides 15 91 N. ericoides X N. scoparia 31 91
N. ericoides x N. scoparia 16 94 N. ericoides x N. scoparia 32 85
N. ericoides x N. scoparia 33 97

Anexo IV- Tabla 4: Porcentaje de polen no abortados sobre 57 plantas provenientes de

las lineas segregantes.

Origen de los codigo de | Polen no origen de los codigo | Polen no
individuos plantas | abortado individuos de abortado
analizados (%) analizados plantas (%)

hibrido x N. ericoides 1 85.29 hibrido x hibrido 26 44.37
hibrido x N. ericoides 2 95.53 hibrido x hibrido 27 92.33
hibrido x N. ericoides 3 94.64 hibrido x hibrido 28 69.58
hibrido x N. ericoides 4 93.35 hibrido x N. scoparia 29 67.06
hibrido x N. ericoides 5 78.24 hibrido x N. scoparia 30 98.57
hibrido x N. ericoides 6 50.77 hibrido x N. ericoides 31 70.04
hibrido x N. ericoides 7 82.83 hibrido x N. ericoides 32 95.35
hibrido x N. ericoides 8 72.03 hibrido x N. ericoides 33 93.08
hibrido x N. ericoides 9 37.20 hibrido x N. ericoides 34 81.32
hibrido x N. ericoides 10 49.39 hibrido x N. ericoides 35 96.42
hibrido x N. ericoides 11 67.76 hibrido x N. ericoides 36 84.88
hibrido x N. ericoides 12 90.30 hibrido x N. ericoides 37 67.46

hibrido x hibrido 14 51.33 hibrido x N. ericoides 38 66.64

hibrido x hibrido 15 67.28 hibrido x N. ericoides 39 62.24

hibrido x hibrido 16 69.80 hibrido x N. ericoides 40 66.15

hibrido x hibrido 17 41.59 hibrido x N. ericoides 42 74.88

hibrido x hibrido 18 82.84 hibrido x N. ericoides 44 62.02

hibrido x hibrido 19 89.97 hibrido x N. ericoides 46 91.50

hibrido x hibrido 20 76.43 hibrido x N. ericoides 47 80.79

hibrido x hibrido 21 74.14 hibrido x N. scoparia 48 97.70

hibrido x hibrido 22 80.01 hibrido x N. scoparia 49 92.24
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origen de los cddigo de | Polen no origen de los cddigo | Polen no

individuos plantas | abortado individuos de abortado
analizados (%) analizados plantas (%)
hibrido x hibrido 23 46.46 hibrido x N. scoparia 50 64.81
hibrido x hibrido 24 57.26 hibrido x N. scoparia 51 95.44
hibrido x hibrido 25 51.87 hibrido x hibrido 52 92.98
hibrido x hibrido 26 44 .37 hibrido x hibrido 53 93.76
hibrido x hibrido 27 92.33 hibrido x hibrido 54 82.06
N. ericoides x N. ericoides | N. ericoides 95.89 hibrido x hibrido 55 95.33
N. scoparia x N. scoparia| N. scoparia 99.88 hibrido x N. ericoides 56 89.12
hibrido x N. ericoides 57 94.57

Anexo IV — Tabla 5: Promedio de caracteres evaluados
en 57 clones selectos de la progenie segregante de

hibridos entre N. scoparia y N. ericoides en estado de
plena floracion.

Clon | Diametros N° de Altura | Diametros de
de flor (cm) | brotes (cm) planta (cm.)
8 8 8 8
1 3.64 6.1 23.9 304
2 3.56 9.1 16.9 25.0
3 3.69 7.7 15.3 35.1
4 3.90 9.3 20.6 29.6
5 7.27 6.7 26.6 24.3
6 3.23 5.7 17.1 30.0
7 3.00 4.4 32.9 324
8 3.86 8.3 18.6 25.6
9 3.57 6.3 25.2 25.2
10 3.14 6.1 31.6 30.7
11 3.24 6.4 28.4 24.7
12 4.14 6.4 30.7 14.1
14 1.00 7.1 29.7 22.0
15 2.20 9.0 28.3 17.7
16 1.56 9.0 28.3 17.7
17 1.00 4.6 23.9 10.9
18 3.38 5.9 22.1 22.4
19 3.09 8.6 22.1 27.9
20 3.40 5.6 15.6 24.0
21 3.18 6.7 27.9 18.2
22 3.76 6.5 29.3 29.6
23 3.77 6.0 32.9 27.7
24 1.50 9.1 26.9 18.7
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Clon |Diametrode | N°de Altura | Diametros de
flor (cm) brotes (cm) planta (cm.)
8 8 8 8
25 1.77 7.5 234 20.6
26 1.95 5.9 23.6 16.5
27 2.76 10.7 21.3 27.7
28 3.23 5.0 24.7 25.4
29 2.96 5.0 25.9 28.8
30 3.50 5.6 22.6 29.9
31 1.00 7.4 23.1 22.0
32 3.11 6.1 19.0 22.4
33 3.11 9.9 18.9 29.9
34 2.83 13.1 24.9 18.7
35 2.89 8.7 14.4 21.4
36 1.00 13.4 15.4 22.4
37 2.06 10.0 20.1 20.4
38 1.59 12.2 16.7 15.9
39 1.64 8.5 22.4 19.4
40 1.74 11.9 21.1 21.7
42 3.02 9.8 14.0 20.3
43 2.16 7.0 21.6 24 .4
44 1.91 6.1 16.6 16.6
45 2.94 6.7 27.7 26.6
46 3.47 5.4 26.7 26.7
47 2.64 8.9 23.3 21.9
48 3.96 94 28.9 28.7
49 3.48 6.4 254 23.6
50 2.14 9.1 23.0 21.6
51 4.13 12.9 27.1 27.3
52 3.80 10.4 20.3 37.0
53 3.51 6.7 14.6 26.0
54 3.06 6.4 28.3 23.0
55 2.87 8.3 18.9 19.9
56 3.17 8.9 294 34.0
57 4.03 8.4 17.4 42.0
77 3.56 6.4 18.6 26.0
88 3.39 5.0 28.6 26.7
89 3.30 3.9 24.3 30.6

138



Maria Silvina Soto — ANEXO IV

Anexo IV - Tabla 6: Numero de flores promedio
de 57 clones selectos de la progenie segregante de
hibridos entre N. scoparia 'y N. ericoides, en plena

floracion.
Clon N° de flores Clon N° de flores
) €]
1 6.43 30 23.83
2 24.14 31 15.67
3 10.29 32 8.17
4 7.29 33 7.25
5 26.20 34 7.29
6 20.80 35 39.33
7 20.33 36 11.57
8 4.33 37 32.20
9 8.13 38 29.00
10 13.75 39 23.71
11 21.00 40 14.33
12 5.14 41 31.80
14 1.00 42 22.29
15 16.50 44 20.00
16 20.50 45 23.50
17 8.14 46 7.50
18 10.00 47 7.43
19 17.00 48 20.2
20 15.71 49 18.00
21 13.00 50 25.50
22 12.71 51 6.50
23 20.00 52 14.60
24 21.71 53 35.57
25 19.00 54 26.14
26 6.17 55 28.43
27 14.60 56 4.29
28 24.25 57 11.60
29 20.00 N. scoparia 25.00
N. scoparia 28.56 N. ericoides 9.14
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Seleccion para variedades compactas y flores pequeiias

En el total de plantas caracterizadas se seleccionaron 8 clones, todos con un
numero de flores por plata (en plena floracion) mayor a 20 (Anexo IV- Tabla 4), de las
cuales solamente 3 clones (clon 44; clon 39; clon 38) (Anexo V- Tabla 1) presentaron
un valor cercano a 1 en la relacién Altura/Didmetro de planta formando una arquitectura

compacta (Anexo IV- Tabla 4).

Anexo V- Tabla 1: Clones selectos para variedades compactas y
flores pequefias: didmetro de corola 1.5-2 cm; nimero de flores por
planta en plena floracién 20-30 y relacién Altura/Didmetro de planta

0.8-1.2.
Clon | N°de | Didmetro | Altura | Didmetro Relacién
Flores | de corola |de planta | de Planta Alt./Diam.
44 20.00 1.91 16.60 16.60 1.00
39 23.71 1.64 22.40 19.40 1.15
38 29.00 1.59 16.70 15.90 1.05

Seleccion para variedades compactas y flores grandes

En el total de plantas caracterizadas se seleccionaron 16 clones, de las cuales 6
presentaron una relaciéon Altura/Didmetro de planta cercano a 1(Anexo IV- Tabla 4),
quedando solamente dos clones con un nimero promedio de flores por planta superior a

20 (Clon 48; clon 5) (Anexo V- Tabla 2).

Anexo V- Tabla 2: Clones selectos para variedades compactas y
flores grandes: didmetro de corola 3.5-7cm; nimero de flores por
planta en plena floracién 20-30 y relaciéon Altura/Didmetro de planta

0.8-1.2.
Clon | N°de | Didmetro | Altura | Didmetro Relacion
Flores | de corola |de planta | de Planta Alt./Diam.
48 20.2 3.9 28.9 28.7 1.00
5 26.2 7 26.6 24.3 1.09
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Seleccion para variedades compactas y flores medianas

En el total de plantas caracterizadas se seleccionaron 16 clones, de los cuales
8 presentaron un numero de flores por planta superior a 20 (Anexo IV- Tabla 4),
quedando solo tres clones selectos que respondieron a una relacién Altura/Didmetro de

planta cercano a 1 (Clon 11; clon 28; clon 7) (Anexo V- Tabla3).

Anexo V- Tabla 3: Clones selectos para variedades compactas y
flores estandar: Didmetro de corola 3-3.5 cm; nimero de flores por
planta en plena floracioén 20-30 y relaciéon Altura/Didmetro de planta

0.8-1.2.
Clon | N°de | Didmetro | Altura | Didmetro Relacion
Flores | de corola |de planta | de Planta Alt./Diam.
11 21 3.24 28.4 24.7 1.1498
28 24.25 3.23 24.7 254 0.97244
7 20.33 3 32.9 32.4 1.01543

Seleccion para variedades de porte rastrero

Del total de plantas caracterizadas se seleccionaron 5 clones que presentaban una
relacion Altura/Didmetro en un rango de 0.4-0.6 (Anexo IV- Tabla 4), de los cuales
solamente 2 ( clon 53; clon 6) (Anexo V- Tabla 4) con un promedio de flores por

plantas mayor de 20 (Anexo IV- Tabla 4). En todos los casos el didmetro de la corola se

encontrd en un rango superior a 3 cm.

Anexo V- Tabla 4: Clones selectos para variedades de porte rastrero:
relacién Altura/Didmetro de planta 0.4-0.6, didmetro de corola mayor
a 3 cm y nimero de flores por planta en plena floracién 20-30 .

Clon | N°de | Didmetro | Altura | Didmetro Relacion
Flores | de corola |de planta | de Planta Alt./Diam.
53 35.57 3.51 14.6 26 0.56
6 20.8 3.23 17.1 30 0.57

-142-




Maria Silvina Soto — ANEXO V

Seleccion para variedades de porte erecto

Del total de plantas caracterizadas se seleccionaron 5 clones tuvieron una
relacion Altura/Didmetro mayor a 1.5 (Anexo IV- Tabla 4), de los cuales solamente 3
presentaron un didmetro de corola promedio mayor a 3 cm (Anexo [V- Tabla 4). Visto y
considerando que ninguno de los clones tuvo un nimero promedio de flores mayor a 20,

se selecciono un clon con un valor de 16 para dicho caricter (Anexo V- Tabla 5).

Anexo V- Tabla 5: Clones selectos para variedades de porte erecto:
relacion Altura/Diametro de planta mayor a 1.5, didmetro de corola
mayor a 3 cm. .

Clon | N°de | Didmetro | Altura | Didmetro Relacién
Flores | de corola |de planta | de Planta Alt./Diam.
15 16.5 2.2 28.3 17.7 1.5989
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