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RESUMEN

Por mas de 10 anos, el Instituto de Floricultura del INTA (IF) ha trabajado en el mejoramiento
genético del género Passiflora para la obtencion de variedades ornamentales. En el proceso,
diversos estudios fueron enriqueciendo el conocimiento sobre las especies nativas de
Argentina involucradas y diversos aspectos relacionados con su genética, biologia reproductiva
y caracteristicas fenotipicas particulares. En este capitulo se abordan los estudios que
exponen barreras de aislamiento reproductivo pre-polinizacion entre especies que ocurren en
la naturaleza, como diferencias en las caracteristicas florales que determinan la polinizacion
por diferentes agentes, el aislamiento fenoldgico y eco-geografico. También se profundiza
en los mecanismos que ocurren con posterioridad a la polinizacién, ya sean pre-cigéticos,
que interrumpen el crecimiento del tubo polinico; como post-cigoticos, que involucran
diferencias citogenéticas en los parentales que provocan esterilidad en los hibridos, asi como
la incompatibilidad embrién-endosperma que impide la nutricion del embridon en las semillas.
Cada una de estas barreras fue abordada por el mejoramiento genético en el camino a la
obtencion de variedades ornamentales.

Palabras clave: Passiflora, biologia reproductiva, hibridacién interespecifica,
mejoramiento genético.

ABSTRACT

For more than 10 years, the Institute of Floriculture (IF) has worked on breeding in the Passiflora
genus to obtain ornamental varieties. In the process, various studies were enriching the
knowledge about the native Argentinean species and various aspects related to their genetics,
reproductive biology, and particular phenotypic characteristics. In this chapter, studies that
expose pre-pollination reproductive isolation barriers between species that occur in nature,
such as differences in floral characteristics that determine pollination by different agents,
phenological and eco-geographic isolation, are addressed. It also delves into the mechanisms
that occur after pollination, whether they are pre-zygotic, which interrupt the growth of the
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pollen tube; as post-zygotic, involving cytogenetic differences in the parents that cause sterility
in the hybrids, as well as the embryo-endosperm incompatibility that prevents the nutrition of
the embryo in the seeds. Each of these barriers was addressed by genetic improvement on
the way to obtaining ornamental varieties.

Keywords: Passiflora, reproductive biology, interspecific hybridization, breeding.

Mejoramiento genético de especies nativas de Passiflora en el Instituto de
Floricultura (IF) en Argentina

Por muchos anos, los recursos genéticos sudamericanos han sido explotados por empresas
extranjeras para la obtencion de variedades ornamentales sin ninguna retribucién a los paises
de origen (Facciuto et al., 2019). A partir del Convenio de Diversidad Bioldgica y el Protocolo
de Nagoya, cada pais tiene soberania sobre sus recursos genéticos, por lo cual puede crear
sus propias variedades a partir de germoplasma nativo y recibir los beneficios que se generen
(Naciones Unidas, 2011).

El género Passiflora posee mas de 500 especies (MacDougal y Feuillet, 2004) distribuidas
en zonas tropicales y subtropicales; en su mayoria se distribuyen en centro y, sobre todo,
en Sudamérica (Killip, 1938). Sus flores poseen un aspecto exético que ha despertado el
interés de los coleccionistas europeos durante siglos (Ulmer y MacDougal, 2004). Argentina
cuenta con 19 especies nativas de Passiflora, distribuidas en 4 subgéneros botanicos
(Deginani, 2001).

El mejoramiento en el género Passiflora se enmarca en un proyecto que tiene como
objetivo la obtencion de variedades argentinas a partir de las plantas nativas. La hibridacion
interespecifica es uno de los métodos mas utilizados en la obtencion de variabilidad genética
para el mejoramiento de plantas ornamentales (van Tuyl y de Jeu, 1997). En este género,
la intencion del plan de mejoramiento fue obtener variedades con colores de flor llamativos,
tolerancia a las temperaturas invernales de Buenos Aires y que proporcionen una alta cobertura
en estructuras como alambrados y pérgolas, tanto por su valor ornamental, asi como también
para potenciales aplicaciones funcionales en paredes verdes.

Durante los 12 afos de actividad en el mejoramiento se ha profundizado en distintos aspectos
que influyen en el éxito de un programa de hibridacion interespecifica. Todos ellos estan
relacionados con las similitudes y diferencias entre especies y con las barreras reproductivas
que influyeron en la historia de especiacion en el género. Este capitulo compendia el
conocimiento adquirido sobre las caracteristicas reproductivas de las especies argentinas
de Passiflora y el abordaje de la hibridacién por parte del mejoramiento para la obtencién de
plantas ornamentales.
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Barreras de aislamiento reproductivo pre-polinizacion

Los fendmenos que ocurren en la naturaleza y que aislan reproductivamente a dos
especies, favoreciendo la especiacion puede ocurrir antes o después de la llegada del polen
al estigma. Los mecanismos que evitan la polinizacién tienen que ver con una o varias de
tres situaciones: las plantas poseen diferentes polinizadores, por lo cual el polen no es
transportado de una hacia la otra; presentan diferencias fenoldgicas que hacen que la etapa
reproductiva ocurra a destiempo; o existe un aislamiento eco-geografico que previene su
convivencia (Baak et al., 2015).

Caracteristicas florales y especializacion de los polinizadores

Las 19 especies argentinas de Passiflora estan distribuidas en 4 subgéneros (Deginani, 2001).
El subgénero Passiflora posee 11 especies: P. alata, P. amethystina, P. caerulea, P. cincinnata,
P. edulis, P. elegans, P. giberti, P. mooreana, P. tenuifila, P. palmatisecta y P. tucumanensis.
Entre las especies de este subgénero se encuentran los fenotipos de flores mas grandes y
con colores vivos, como P. alata, que posee flores rojas; P. amethystina, azules y P. cincinnata,
purpura. El subgénero Decaloba cuenta con 5 especies: P. capsularis, P. misera, P. morifolia,
P. suberosa y P. urnaefolia. Las especies del subgénero Decaloba poseen flores pequefas
de 1 a 3,5 cm de diametro, P. suberosa es apétala mientras que las otras 4 especies poseen
pétalos blancos a verdosos. El subgénero Dysosmia cuenta con dos especies: P. foetida y
P. chrysophylla, ambas con flores blancas de entre 3 y 5,5 cm de diametro. Finalmente, el
subgénero Tacsonioides posee una sola especie, P. umbilicata, que presenta flores de hasta
7 cm con pétalos de color violaceo.

El color de las flores es el resultado de complejas rutas metabdlicas y las diferencias entre
especies reflejan la historia evolutiva del género (Clegg y Durbin, 2000). Entre los pigmentos
que determinan los colores de las flores, las antocianinas y sus derivados, son sintetizadas
en el citoplasma de las células, transportadas y acumuladas en las vacuolas donde expresan
su color (van der Kooi et al., 2016; Zhao y Tao, 2015).

Con el objetivo de estudiar el color de las flores en el género, se analizaron las caracteristicas
colorimétricas en varias especies argentinas y en los hibridos interespecificos obtenidos entre
ellas (Bugallo et al., 2017).

Se encontré una amplia variabilidad en el color de las flores en las especies P. amethystina, P.
caerulea, P. elegans, P. edulis f. edulis, P. edulis f. flavicarpa y P. mooreana, asi como también
en los hibridos interespecificos obtenidos entre ellas, en los tres componentes colorimétricos
que componen la escala CIELAB.
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Los hibridos P. amethystina x P. caerulea, P. amethystina x P. edulisf. flavicarpa, P. amethystina x
P. mooreana'y P. amethystina x P. edulis f. edulis mostraron valores colorimétricos intermedios
respecto de los de sus parentales, excepto en los hibridos de P. amethystina x P. elegans
donde los valores fueron similares a los de P. amethystina (Bugallo et al., 2017). Segun estos
resultados, el color de flor en Passiflora responderia a herencia cuantitativa, con la posible
interaccion entre alelos y/o genes de las especies P. amethystina'y P. elegans que afectaria el
color de flor en sus hibridos. Las interacciones genéticas pueden ocurrir entre diferentes alelos
del mismo gen (dominancia) o entre distintos genes (epistasis) y pueden ser detectadas como
una desviacion del valor fenotipico en el hibrido respecto de los expresados por los parentales
(Mackay, 2014; Tornielli et al., 2009; Phillips, 2008). Ademas, en estudios de microscopia de
los pétalos, se encontré que el color de las flores de P. amethystina se determinaba por la
presencia de inclusiones vacuolares antocianicas irregulares, fisicamente ubicadas en las
vacuolas de las células epidérmicas.

En relacion con las caracteristicas florales, la especializacidén de los polinizadores puede
representar una de las fuerzas actuantes en el aislamiento reproductivo. La diversidad
en especies que presenta el género habria sido favorecida por una amplia variedad de
polinizadores: aves, murciélagos e insectos. En todas las especies estudiadas de Passiflora,
la relacion con polinizadores estuvo fuertemente asociada a la calidad de la recompensa
ofrecida y a los atractivos florales abordados en el mejoramiento de ornamentales (Varassin
et al., 2001), asi como también al tamafio relativo de las piezas florales y la antesis
(Amela Garcia y Hoc, 2012). Inclusive, un mismo taxdén puede poseer varias especies
de polinizadores, tanto efectivos como ocasionales, como se comprobé para P. edulis f.
flavicarpa (Yamamoto et al., 2012).

Ulmer y MacDougal (2004) afirman que las especies de Passiflora con flores rojas y rosadas
sin aroma, son polinizadas por colibries, pero no atraen abejas. Algunas especies con flores
perfumadas de colores palidos y antesis nocturna son polinizadas por murciélagos, como P,
mucronata, P. trisecta, P. ovalis y P. penduliflora.

Dentro del subgénero Passiflora, los polinizadores de P. caerulea serian varias especies de
Xylocopa: X. augusti, X. frontalis, X. nigrocincta y X. artifex (Amela Garcia y Hoc, 2007; Aquino
y Amela Garcia, 2019), Bombus opifex, B. morio y Xylocopa splendidula (Torres et al., 2012)
y una especie de Centris (Aquino y Amela Garcia, 2019), mientras que los registrados para
P. alata por Varassin et al. (2001) fueron Centris flavifrons, C. longimana, C. lutea, Xylocopa
brasilianorum, X. frontalis, X. ordinaria, Eulaema cingulata y E. nigrita. Si bien estas diferencias
en las especies polinizadoras estarian relacionadas con el hecho de que los estudios fueron
realizados en distintas localidades (Torres et al., 2012 en la provincia de Cérdoba, Argentina
y Varassin et al., 2001 en la costa Atlantica del Estado de Espirito Santo, Brasil), también
podrian plantear especificidades por polinizadores diferentes que las mantendrian aisladas, al
menos parcialmente, dada la diferencia en algunos caracteres florales de estas dos especies.
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Aislamiento fenolégico, el desencuentro en el tiempo

Entre los factores de aislamiento reproductivo externos que se dan en la naturaleza, el
aislamiento temporal se produce entre individuos con diferente periodo de floracion ya que el
desencuentro entre sus gametas en el tiempo impide el cruzamiento (Grant, 1989).

Las especies de Passiflora de la coleccion del IF mostraron variacién en sus periodos de
floraciéon bajo invernaculo. Entre las que presentaron floracion primavero-estivo-otonales
(PEO) se destacan, dentro del subgénero Passiflora, P. alata, P. caerulea, P. cincinnata'y P.
mooreanay, en el subgénero Decaloba, P. misera.

Otras florecieron en periodo estivo-otonales (EO), en el subgénero Passiflora, fueron P. edulis
f. flavicarpay P. tucumanensis; P. foetida, perteneciente al subgénero Dysosmiay P. capsularis
y P. morifolia del subgénero Decaloba.

También se encontraron especies con floraciones otofio-invernales (Ol) como P. amethystina
y otras que se extendieron hasta la primavera, como P. edulis f. edulis, P. elegans y P. tenuifila
en el subgénero Passiflora. Passiflora suberosa florecié desde enero hasta agosto (EOI).

A pesar de este tipo de aislamiento, esta barrera fue facilmente sorteada por la recoleccion de
polen y su conservaciéon para su uso en la polinizacién diferida de las distintas especies. El
ambiente mas apropiado para el mantenimiento de la viabilidad del polen es aquel en el que
se reducen la humedad y la temperatura. En el caso del polen de especies de Passiflora, se
colocaron las anteras dentro de grajeas y éstas sobre silica-gel en cajas plasticas herméticas.
Se lograron cruzamientos exitosos con polen conservado, inclusive después de los dos afos.

Aislamiento ecogeografico: distribucion de nativas y tolerancia a las bajas temperaturas
en especies e hibridos

En la naturaleza, las barreras que separan a las especies haciéndolas diferentes operan en
distintos niveles. Existen factores de aislamiento ambientales, que se manifiestan en diferencias
ecolégicas entre taxones. Estas suelen evolucionar tempranamente en la especiacion ya
que la seleccion natural favorece la adaptacion a diferentes nichos ecolégicos, derivando en
aislamiento reproductivo (Arnegard et al., 2014).

Las especies argentinas de Passiflora se distribuyen, en su mayoria, en el norte del pais, sin
embargo, algunas pocas superan los 34° de latitud sur, donde se encuentra Buenos Aires, el
mayor centro de produccion de plantas ornamentales. La tolerancia a las bajas temperaturas
es una de las mayores limitantes para el cultivo de estas plantas y, por ese motivo, es uno
de los objetivos principales de mejoramiento propuestos por el IF, en Argentina (Bugallo
et al., 2011). Algunas de las especies nativas que poseerian mayor tolerancia a las bajas
temperaturas son: P. capsularis y P. misera, del subgénero Decaloba; P. chrysophylla 'y P.
foetida, del subgénero Dysosmia; y del subgénero Passiflora, P. mooreana y P. caerulea,
siendo esta ultima la de distribucion mas austral (Missouri Botanical Garden, 2021).
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Debido a la preferencia de la mayoria de las especies por los climas calidos, la coleccion de
trabajo in vivo para el mejoramiento en el IF se mantuvo bajo invernaculo con una temperatura
minima controlada de 10 °C.

Se han realizado ensayos para verificar la tolerancia de las plantas a las temperaturas fuera
del invernaculo, en Buenos Aires (Bugallo et al., 2011; 2014). Los resultados mostraron que
P. caerulea fue la especie de mejor comportamiento, presentandose casi inalterada luego
del periodo invernal. Para otras, como P. alata 'y P. amethystina, la exposicién al frio causé
inicialmente, marchitamiento y necrosis en las hojas y con posterioridad, la muerte (Bugallo
et al., 2011; 2014). En hibridos interespecificos, la tolerancia a bajas temperaturas mostrd un
comportamiento intermedio al de las plantas parentales. En el caso de hibridos entre plantas
no tolerantes y tolerantes como, por ejemplo, P. amethystina x P. caerulea, fue posible la
supervivencia de las plantas al aire libre en invierno con poco dafio a los tejidos vegetativos
(Bugallo et al., 2014).

El mejoramiento genético por hibridacion entre especies con barreras
pre-polinizacion

Si bien en la naturaleza existen especies en las que no se podrian producir hibridos por
poseer diferencias en sus polinizadores, momento reproductivo o distribucion eco-geografica,
estas barreras pueden ser facilmente sorteadas mediante la hibridacion artificial.

La realizaciéon de cruzamientos en el género implica una serie de pasos. El primero de
ellos involucra la seleccion de los parentales para los cruzamientos. En esta instancia, se
propuso enfocar el trabajo dentro del subgénero Passiflora. La decision de seleccionar a las
especies de este subgénero se debié a su gran variabilidad en colores y tamafos de flores,
a la presencia de especies con la capacidad de sobrevivir al invierno en Buenos Aires y a
que, en pruebas preliminares, no se lograron obtener resultados en los cruzamientos entre
subgéneros diferentes. El paso siguiente luego de la seleccidon de parentales es el de la
realizacion de los cruzamientos. Las flores femeninas se emasculan cuando los pimpollos
permanecen cerrados, pero los pétalos ya estan coloreados. Este estadio se observa el dia
anterior a la apertura de las flores. Para la castracion, se retiran los sépalos, los pétalos, la
corona y las anteras con una pinza de punta fina (Figura 1.A). Este paso se realiza ya que, si
bien la mayoria de las especies de Passiflora son autoincompatibles, otras no lo son (Ulmer
y MacDougal, 2004). Luego de castrar las flores, se coloca un sobre de papel envolviendo
cada una, a la espera del momento en que los estigmas estén receptivos, etapa que ocurre
con la apertura natural de la flor. Al dia siguiente, se retira el sobre de papel protector y se
frota sobre la superficie de los tres estigmas la antera de la planta selecta como parental
masculino (Figura 1.B). El cruzamiento se rotula con una etiqueta colgante con hilo que se
ubica alrededor del pedicelo de la flor polinizada y se vuelve a cubrir con el sobre de papel
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para evitar la contaminacion con otro polen (Figura 1.C). La formacion y maduracion del fruto
ocurre en un tiempo variable en las distintas especies de Passiflora pero el viraje del color
es el indicador para el momento de la cosecha (Figura 1.D). Los frutos se retiran junto con la
etiqueta rotulada que indica el cruzamiento y se abre el fruto para retirar las semillas. Todas
las especies de Passiflora poseen semillas con arilo, el cual puede ser retirado frotandolas
contra una toalla de papel. En condiciones naturales, las semillas de este género suelen
ser ingeridas por los pajaros que se alimentan del arilo. Las semillas pasan por el buche del
animal y los tegumentos gruesos y duros son escarificados. Las semillas son eliminadas por
los pajaros, cayendo en las bases de alambrados o arboles en condiciones 6ptimas para su
germinacion. Imitando este proceso, una vez eliminados los arilos, las semillas pueden ser
escarificadas frotando la zona de la sutura por un papel de lija (Ferreira et al., 2005). Algunos
estudios indican que mantener las semillas remojadas en agua corriente ayuda a eliminar
algunas sustancias quimicas que impiden la germinacion (Siddique y Kumar, 2018; Cirak et
al., 2007); luego de este tratamiento, se siembran las semillas para que germinen.

Por mas que se trate del mismo cruzamiento e inclusive dentro de un mismo fruto, todos los
hibridos son diferentes. La autoincompatibilidad encontrada en la mayoria de las especies
de Passiflora produce genotipos altamente heterocigotas, haciendo que las gametas que se
generen posean una inmensa variabilidad genética que, en la combinacion interespecifica,
resulta casi infinita.

El género Passiflora es muy prolifico en hibridos interespecificos (Ocampo et al., 2016;
Giovannini et al., 2012; Bugallo et al., 2011; Ramirez, 2006; Ulmer y MacDougal, 2004;
Vanderplank, 1991; Payan y Martin, 1975). En el programa de mejoramiento en el IF, de
72 parejas interespecificas de nativas del subgénero Passiflora (incluyendo cruzamientos
reciprocos), 40 de ellos produjeron hibridos. El cruzamiento que produjo frutos con mayor
frecuencia fue P. amethystina x P. elegans. Sin embargo, el cruzamiento entre algunas de las
especies de la coleccion del IF nunca fue fructifero. Para algunas de las parejas de especies,
no se conocen hibridos, lo cual podria implicar la incompatibilidad entre las mismas. En otros
casos, una pareja de especies que entre plantas de la coleccion fue infértil, se registra como
fértil en la bibliografia. En el caso del cruzamiento P. cincinnata x P. caerulea, del cual no se
lograron obtener hibridos en el IF, se hallaron registros de las variedades P. “Blue Carnival”, P.
“Catherina Howard”, P. “Jeeny”, P. “Lada”, P. “Linda”, P. “Rinconata” y P. “Vladena” (Passiflora
Society International, 2021). Este hecho, podria estar indicando que la incompatibilidad
encontrada se da entre los genotipos y no entre las especies.

194



Citometria de flujo: cantidad de ADN en especies e hibridos, confirmacion de
hibridacién y de poliploidia

La citometria de flujo es una técnica muy empleada para la investigacion en plantas, tanto
para estudios en poblaciones naturales como por su aplicacién en programas de mejoramiento
genético. Por su capacidad para detectar el ADN en el nucleo celular, puede ser empleada
en la estimacion de la cantidad de ADN, asi como también en la deteccion de poliploides
naturales e inducidos y en la confirmacion de la hibridacién, en algunos casos.

Los tamafios gendmicos conocidos para el género Passiflora, asi como los de otros géneros,
son compendiados en el Plant DNA C-values Database (Kew, 2021). En el género Passiflora,
la variabilidad en la cantidad de ADN por cada genoma, como en tantos otros aspectos, es
enorme. Segun los datos publicados, esta caracteristica puede variar entre 0,21 pg en P.
organensis, hasta 2,68 pg en P. quadrangularis (sin. de P. alata). Si bien este dato podria
parecer menor, cuando se convierten las unidades por medio de la férmula 1 pg = 978 Mpb
(Dolezel et al., 2003), la diferencia resulta en 2.415.000 pares de bases. Entre las nativas de
Argentina, la diferencia encontrada es de 1.916.000 pares de bases, considerando el menor
valor publicado, 0,25 para P. misera, y el mayor, 2,21 para P. alata.

Las variaciones en el tamafo del genoma se pueden deber a la amplificacion de ADN no
repetitivo, especialmente retrotransposones, que produciria un aumento; o a la recombinacion
desigual y la recombinacién ilegitima, que producirian una reduccion (Grover y Wendel, 2010).

Debido a que la citometria de flujo es una técnica que estima la cantidad de ADN de manera
indirecta, a través de la intensidad de fluorescencia de las tinciones, algunos autores afirman
que ciertos compuestos presentes en las plantas podrian interferir en el proceso, alterando
los resultados. Sin embargo, en varias especies se ha comprobado genuina variaciéon en el
tamano gendmico debida a rearreglos cromosdmicos, ADN repetitivo y elementos transponibles
(Sader et al., 2020; Boutte et al., 2020; Inceer et al., 2018; Smarda y Bures, 2010).

En el plan de mejoramiento del IF, se han estimado las cantidades de ADN para las especies
presentes en la coleccion de trabajo, para algunas, por primera vez (datos en prensa).

En algunos pocos casos, se ha podido realizar una confirmacién temprana de hibridacién,
s6lo cuando la cantidad de ADN de los parentales fue significativamente diferente como,
por ejemplo, en los cruzamientos entre P. caerulea y P. alata, con diferencias de 0,82 pg
aproximadamente (Bugallo et al., 2016). A pesar de las diferencias en tamafio gendémico,
los hibridos entre especies presentaron gran vigor vegetativo, sin embargo, se observo
una importante reduccion en la fertilidad que se ve reflejada en la viabilidad del polen
(Bugallo et al., 2011).

La citometria de flujo también se ha empleado para la deteccion de poliploides en planteles
de induccion por colchicina (Bugallo et al., 2016).
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Barreras de aislamiento reproductivo post-polinizacion

En algunos casos, no existen fendmenos pre-polinizacion que aislen reproductivamente a las
especies, sino que las barreras ocurren con posterioridad a la llegada del polen al estigma de
las flores. Entre ellas, se diferencian las pre-cigoéticas, como la interrupcion del crecimiento
del tubo polinico; y las post-cigéticas, como los problemas en la germinacion de las semillas
o la esterilidad de los hibridos.

Barreras pre-cigéticas: interrupcion del crecimiento del tubo polinico

La polinizacion artificial entre dos genotipos no siempre resulta en la obtencion de un fruto con
semillas. El estudio del crecimiento del tubo polinico en estas situaciones es de mucha utilidad
en el mejoramiento ya que permite identificar el lugar especifico donde se produjo la reaccién
de incompatibilidad y tomar medidas para sortearla.

La metodologia para llevar a cabo este tipo de analisis implica varios pasos: la realizacion
de varias polinizaciones entre los mismos genotipos, la fijacion de los pistilos polinizados en
FAA (formol, acido acético, alcohol etilico y agua destilada 0,1: 0,05: 0,5: 0,35%) a diferentes
periodos post-polinizacién (por ejemplo, a 1, 2 6 3 dias de realizada la polinizacion), la hidrdlisis
en hidroxido de sodio de los pistilos fijados, la tincién con azul de anilina y la observacién bajo
microscopio de fluorescencia (Rego et al., 2000; Martin, 1958; Bugallo et al., 2011).

Como resultado de esta técnica, se pudo observar la adhesion de los granos de polen en
el estigma, su germinacion, el crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del estilo y su
reaccion (movimientos zigzagueantes, acumulacion anormal de calosa en extremos y a lo
largo del tubo, detencién, etc.), su entrada al ovario y, en algunos casos, la entrada de tubos
polinicos por la micropila del évulo (Bugallo et al., 2015; 2011). Si alguno de estos pasos
se ve interrumpido, manifestando barreras pre-cigéticas, el cruzamiento no producira frutos.
También puede ocurrir que los tubos polinicos lleguen a los dvulos sin interrupcidn y, a pesar de
ello, no se produzcan frutos. Ese caso, podria mostrar la existencia de barreras pre-cigoticas
que ocurren entre la entrada de los tubos polinicos al évulo y la formacion de la cigota, o de
impedimentos de origen post-cigoético.

Barreras post-cigoticas

Las barreras post-cigéticas son las que se producen con posterioridad a la fecundacion. Estas
pueden deberse al aborto del cigoto en divisidn, a defectos en la semilla hibrida que reprimen
la germinacion, a debilidad o letalidad vegetativa del hibrido interespecifico, a su esterilidad o
a la de generaciones posteriores (Baack et al., 2015).

El rescate de embriones in vitro es una de las técnicas comiunmente utilizadas para sortear esta
barrera. Algunas de las barreras post-cigéticas impiden la formacion del hibrido, por ejemplo, el
aborto del embridn de la semilla; otras, inhiben la normal formacion o uso del tejido de reserva de
la semilla. En esos casos, un embridn hibrido muere por falta de nutrientes durante la germinacion.
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Los problemas en la germinacién son la expresion de barreras post-cigoticas que puede
provenir de diversos origenes. Uno de ellos es la impronta gendmica “genomic imprinting”
que produce el “apagado” de una de las copias de varios genes y es fundamental en la
funcion del endosperma para nutrir al embrién. Otro, deriva de una falla en la etapa de
celularizacion durante el desarrollo del endosperma que deja sin alimento al embrién. Un
tercero, se da en hibridos donde se observan endospermas defectuosos; este fendmeno
ocurre independientemente del modo de desarrollo del endosperma (celular o nuclear)
(Wolff et al., 2015).

Esta situacion se encontré enlas semillas del hibrido P. “Amethyst” x P. caerulea quien producia
frutos oblongos de color violeta oscuro de entre 5y 8 cm de longitud completamente vacios
o con hasta dos semillas (Figuras 1. E, F, G). Las pocas semillas que fueron recolectadas
en esa planta poseian un embridén, pero no germinaban con los protocolos usados para las
especies. Por ese motivo, se cultivaron in vitro los embriones extraidos de las semillas: se
desinfectaron semillas sumergiéndolas en etanol 70% durante 2 minutos, se retiraron los
tegumentos con un bisturi bajo lupa en el flujo laminar, se extrajeron los embriones y se
colocaron sobre medio de cultivo MS modificado, (macroelementos al 50% y sacarosa 40 g/L
en tubos de ensayo. Si bien este método permitid la obtencién de un hibrido (Figura 1.H), la
mayor parte de los embriones cultivados no prosperaron o presentaron deformidades que
comprometieron su crecimiento posterior. Esto demostrd que las barreras post-cigéticas iban
mas alla de los problemas con las reservas de las semillas, comprometiendo la viabilidad
vegetativa de esa progenie.

Citogenética, viabilidad y fertilidad de los hibridos interespecificos

Las diferencias cromosdmicas entre taxones constituyen uno de los factores de aislamiento
reproductivo internos mas importantes (Charron et al., 2014). Cada especie tiene un
complemento cromosémico propio. La comparacion de los cromosomas de diferentes
taxones muestra patrones y mecanismos de la evolucion cariotipica y su importancia en la
diversificacion y posterior especiacion (Leitch et al., 2013). Las caracteristicas del cariotipo
son generalmente constantes en un grupo de especies y aun de géneros, pero a menudo
ocurren variaciones estructurales y/o numéricas que pueden cambiar el nimero, tamano y
posicion centromérica de los cromosomas y la simetria del cariotipo (Stebbins, 1971).

El género Passiflora posee varios numeros cromosomicos basicos y las especies argentinas
presentan 3 de ellos: x=6, x=9 y x=10. Entre ellas, las del subgénero Decaloba poseen
numeros basicos x=6, con numeros somaticos 2n=12 (P. morifolia, P. misera'y P. capsularis)
y 2n=24 (P. suberosa). Las especies del subgénero Dysosmia poseen x=10 con numero
somatico 2n=20 (P. foetida) y las del subgénero Passiflora x=9, siendo todas diploides
2n =2x=18, excepto P. mooreana que presento citotipos diploide y tetraploide (Bugallo et al.,
2020; 2013). A pesar de que todas las especies del subgénero Passiflora poseen nimeros
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cromosomicos 2n=8, se encontraron diferencias en los cariotipos (Bugallo et al., 2020). Estos
fueron altamente simétricos, con cromosomas, en su mayoria, metacéntricos. Como se
menciond anteriormente, las diferencias entre subgéneros son tan profundas que, en ningun
caso, permitieron la hibridacion entre ellos.

Las barreras post-cigoticas pueden manifestarse en la viabilidad vegetativa del hibrido,
mostrando alteraciones en su crecimiento y/o desarrollo; o con la llegada de la etapa
reproductiva. En caso de verse comprometida la viabilidad vegetativa, el hibrido dificilmente
llega a florecer.

Con frecuencia, los hibridos interespecificos son estériles y esto se debe en gran parte a
que, al presentar los genomas parentales una falta de homologia, la meiosis no puede ocurrir
normalmente. Se estimd la viabilidad del polen en 47 hibridos interespecificos de Passiflora
de la coleccion del IF, correspondientes a los 20 cruzamientos. Los porcentajes variaron entre
un valor maximo de 79,4% para P. amethystina x P. edulis f. edulis, y un minimo de 0% para
P. cincinnata x P. edulis f. flavicarpa y P. edulis f. edulis x P. mooreana 4x. Comparando la
viabilidad del polen promedio para cada pareja de especies, los cuatro cruzamientos que
presentaron mayor fertilidad fueron: P. amethystina x P. edulis f. edulis, P. amethystina x P.
mooreana, P. amethystina x P. caerulea y P. caerulea x P. amethystina. La esterilidad en un
hibrido interespecifico puede eliminarse si se induce la duplicacion cromosomica, ya que la
copia de cada genoma producira un homologo para cada cromosoma.

Muchas veces ocurre la hibridacion natural de dos especies diferentes y, en algunos casos,
la duplicaciéon cromosémica espontanea que resulta en la formacion de un alopoliploide. Este
hibrido, al poseer dos genomas de cada especie que pueden aparear sus cromosomas entre
si, muchas veces recupera la fertilidad.

La induccion de poliploidia es una técnica por la cual, a través de sustancias quimicas
inhibidoras de los husos acromaticos, se logra la duplicacion cromosémica en el nucleo
celular. Las consecuencias fenotipicas de la poliploidizacién en plantas incluyen: aumento
en el tamafio del nucleo celular y, como consecuencia, en érganos como hojas y flores;
modificacion del color de flor; de la fragancia, etc. (Niazian y Nalousi, 2020).

En el género Passiflora se ha ensayado con éxito la induccion de poliploides in vivo en especies
e hibridos interespecificos. La técnica empleada involucroé la aplicacién de una solucién acuosa
de colchicina en concentraciones de 0,25y 0,5%, a yemas de estacas enraizadas y a apices
de plantulas de 5 cm de longitud. Se obtuvieron plantas quiméricas y poliploides sélidos, que
se confirmaron por citometria de flujo (Bugallo et al., 2016).
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Entre los autopoliploides, se destacé el obtenido a partir del citotipo tetraploide de P. mooreana
ya que permitié la comparacion de tres niveles de ploidia diferentes para el mismo genoma:
diploide, tetraploide y octoploide (Bugallo et al., 2014). Esta serie mostré que, si bien los
pétalos de las flores permanecieron blancos, el color azul de los apéndices de la corona se
intensificaba al aumentar el nivel de ploidia. Se encontré también un incremento en el tamafio
de las hojas y de las flores y en la textura de las hojas. Sin embargo, los pétalos de las flores
del octoploide se presentaban arrugados, la cantidad de flores era escasa y mostraba una
reducida tasa de crecimiento. La disminucién en la velocidad de crecimiento acompafio a la
mayoria de los poliploides obtenidos en alguna medida (Bugallo et al., 2014).

Entre los alopoliploides, obtenidos por la duplicacidon cromosémica de hibridos interespecificos,
pudieron apreciarse varios fendmenos interesantes. Por un lado, el tamafio promedio de
los 6rganos fue mayor en poliploides que en diploides; a pesar de ello, en algunos casos,
no se observaba este incremento. Resultados similares fueron registrados respecto de la
recuperacion de la fertilidad. Si bien algunos alopoliploides recuperaron la fertilidad, otros no
lo hicieron.

La falta de uniformidad en la respuesta a la induccion de poliploides sugiere que este proceso
no es lineal y que ocurrieron muchos otros cambios y ajuste en el momento de la duplicacion
cromosémica (Figura 1.1). Algunos de ellos serian consecuencia del dosaje génico, otros
derivarian de modificaciones epigenéticas. La conclusion mas general es que cada evento de
induccién de poliploidia arroja un resultado Unico y debe ser estudiado separadamente.

CONCLUSIONES

El programa de mejoramiento llevado a cabo por mas de 10 afios en el Instituto de Floricultura
aportd gran cantidad de conocimiento sobre las especies argentinas de Passiflora. Los
estudios involucraron la realizacién de cruzamientos interespecificos, estudios del crecimiento
del tubo polinico, siembra de semillas, analisis de viabilidad de polen, rescate de embriones,
citogenética, poliploidia, citometria de flujo y analisis fenotipicos. Los resultados muestran la
inmensa variabilidad genética del género y permiten vislumbrar los procesos y mecanismos
que tuvieron lugar en la especiacion. También exhiben las infinitas posibilidades de generar
aun mas variacion por métodos convencionales como la hibridacion interespecifica. Ademas,
la informacion obtenida enriquece el conocimiento sobre las especies nativas de la Argentina
y aporta valiosos datos a los programas de mejoramiento en este género.
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Figura 1. Mejoramiento genético en especies de Passiflora nativas de Argentina.

A- Pimpollo castrado; B- polinizacion artificial; C- ensobrado y rotulado del pistilo polinizado; D- fruto maduro; E,
F, G- frutos, flores y semillas del hibrido P. “Amethyst” x P. caerulea; H- flor del hibrido obtenido por rescate de
embriones de semillas de P. “Amethyst” x P. caerulea; |- fila inferior: hibridos de P. amethystina x P. elegans (2x),
fila superior: poliploides inducidos (4x).
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