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Summary

«Cytological studies on Citrus. I1I. Reports on genetics and leaf proteins in hibrid progenies of Citrus volkameriana
Pasq. x Citrus reshi Hort. ex Tan.». Cytological studies, as well as leaf protein studies, in hybrid progenies of Citrus
volkameriana Pasq. (female progeny) x Citrus reshni Hort. ex Tan. (male progeny), have been carried out in this
paper. The normal production of the pollen grains and their viability, have not been affected by meiotic
abnormalities. The electrophoretic patterns of the leaf proteins in progenies and their hybrids are identical. The only

differences which were observed are quantitative.
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Introduccién
La citricultura en nuestro pais ha experimenta-
do un notable desarrollo merced a dos hechos
fundamentales: la introduccién de variedades
de distintos origenes y de gran riqueza genética
por un lado y la generacién de nuevas varieda-
des a partir de las existentes por otro. Por me-
dio de las cruzas controladas de este rico mate-
rial genético los mejoradores de Citrus han lo-
grado obtener hibridos con caracteristicas agro-
némicas deseables.

Pensando que serd de gran utilidad contar
con la mayor cantidad de informacién sobre las
caracterfsticas visibles o detectables a través de

métodos citolégicos, fisiolégicos o bioquimi-
cos y con la finalidad de aportar datos sobre la
forma de herencia y el destino de los genes o
caracteres que determinan el valor econémico
de los frutos de la seleccién, damos a conocer
los estudios del comportamiento meiético y los
patrones foliares proteicos de los progenitores
y los descendientes del cruzamiento: Citrus
volkameriana x Citrus reshni. El andlisis de la
meiosis permitird detectar si se presentan o no
irregularidades y en qué grado ellas conducirdn
a la formacién de gametas inviables lo que oca-
sionarfa un incremento en la esterilidad de los
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Tabla 1 valores proporcionados por la Estacién Experimental Agroindustrial Obispo Colombres de

Tucumdn respecto a: embrionfa, rango del nimero de semillas por fruto, nimero de semillas sem-

bradas y mimero de plantines obtenidos.
Individuos Embr%onfa N° semillas (rango) I::ni?g(lil:ss N;blzgg}:iig:s
81G 1-2 Monoembri6nica — — —
81G 1-4 Monoembri6nica - — —
81G 1-10 Monoembriénica —_— — —
81G 1-13 Poliembridnica — - —
81G 1-15 Poliembriénica 11-15 161 165
81G 1-24 Poliembridnica — - -
81G 2-2 Poliembriénica 16-20 146 202
81G 2-16 Poliembriénica >20 205 —
81G 3-1 Monoembridnica — — —
81G 4-5 Poliembriénica 0-5 175 249
81G 4-17 Poliembriénica >20 140 113
81G 5-3 Poliembriénica — — —_
81G 5-11 Poliembri6nica 11-15 174 274
81G 10-1 Monoembriénica — — —

hibridos. Estos datos sumados a los proporcio-
nados por la Estacién Experimental Agroindus-
trial Obispo Colombres de Tucumdn respecto a
la produccién de semillas, embrionia y produc-
cién de plantines ser;an de utilidad en la selec-
cién de futuros portainjertos dentro de los pla-
nes de mejoramiento desarrollados por la cita-
da institucién.

Materiales y métodos

Los hibridos del cruzamiento: Citrus reshni
(progenitor masculino) por Citrus volkameria-
na (progenitor femenino) fueron proporciona-
dos por la Estacién Experimental Agroindus-
trial Obispo Colombres de Tucuman. En la no-
menclatura utilizada para caracterizar cada
planta se incluye: afio en que se efectud6 el cru-
zamiento, nimero de linea y nimero de planta.
Para el estudio se seleccionaron los siguientes
hibridos: 81G 1/2; 81G 1/4; 81G 1/10; 81G 1/
13; B1G 1/15; 81G 1/24; 81G 2/2; 81G 2/16;
81G 3/1; 81G 3/2; 81G 4/5; 81G 4/17; 81G 4/

25; 81G 5/1; 81G 5/3; 81G 5/11; 81G 10/1.

En la tabla 1 se presentan los datos propor-
cionados por la EEAIOC respecto a las si-
guientes caracterfsticas de los hibridos: em-
brionfa, nimero de semillas y produccién de
plantines.

Estudios citolégicos. Se trabajé con botones
florales jovenes coleccionados en Monte Gran-
de, Famailld (Tucumdn). Se fijaron en alcohol
absoluto: dcido acético (3:1); luego fueron
transferidos a alcohol 70° y se conservaron en
frio a -20°C. La coloracién se realizé segiin la
técnica de Feulgen.

Las observaciones meiéticas se hicieron so-
bre 25 células madres del polen. La fertilidad
del polen se midié con una coloracién de car-
min acético y glicerina (1:1). La viabilidad del
polen se calcul6 sobre 100 microsporas.

Estudios electroforéticos. Para estudiar las
proteinas foliares se trabajé con extractos de
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Tabla 2 Porcentajes de las frecuencias promedio de las irregularidades meiéticas de los hibridos del
cruzamiento Citrus volkameriana x C. reshni.
Especies / Metafase 1 Anafase Metafase I1 Anafase IT Tétradas
hibridos % % % % %
| Norm. Rezag. Norm. Rezag. Puente Norm. Rezag. Norm. Rezag. Norm. Anorm.

81G 112 70 30 89 11 + 76 24 Noobs. Noaobs. 96 4
B1G 144 70 30 80 20 + 76 24 Noobs. ~ No obs. 98 2
81G 1/10 76 24 Noobs. Noobs. Noobs. 100 0 Noobs. Mo obs. 92 8
81G 1/13 8S 15 98 2 + 92 8 Noobs. Noobs. 97 3
81G 1/15 96 4 Moobs. MNoobs. Noobs. 100 0 Noobs.  Noobs. 100 0
81G 1/24 92 8 Noobs. Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. 96 4*
81G 212 58 42 Noobs.  No obs. + 100 0 Noobs.  No obs. 100 0
B1G 2/16 90 10 ek 23 V] 100 0 94 6 93 7
81G 3/1 84 16 Noobs. Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. | Noobs. Noaobs. 96 4
B1G 312 88 12 83 17 0 No obs Mo obs. 100 0 100 0
81G4/5 | Noobs. Noobs, | Noobs. Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. 100 0
81G4/17 | Noobs. Noobs, | Noobs. Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. 96 4
B1G 4/25 82 18 79 21 0 MNoobs. MNoobs. | Noobs. Noobs. 98 2
81G 5/1 80 20 100 0 0 100 0 Noobs. Mo obs, 100 0
BI1G 5/3 80 20 Noobs. Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. | Noobs. Noobs. 100 0
81G 5/11 89 11 Noobs. Noobs. Noobs. 100 Noobs. | Noobs. Noobs. 100 0
81G 10/1 76 24 100 ] 1] 100 0 100 0 96 4

(*) 81G 1/24 presenta el 60% de los granos de polen anormales.

No obs.: no observado.

hojas de las especies parentales y de 10 hibri-
dos, todos de edad cronolégica similar. Los ex-
tractos se sometieron a electroforesis vertical
en geles de poliacrilamida en condiciones nati-
vas y mediante PAGE SDS segiin la técnica de
Harris (1989).

Resultados y discusion

a) Estudios citogenéticos. El andlisis meidtico
de la descendencia del cruzamiento: Citrus
reshni x C. volkameriana (tabla 2) fue realiza-
do en Metafase I, Metafase II, Anafase I, Ana-
fase II y en tétradas.

e 81G 1/2. En Metafase I los cromosomas re-
zagados se presentan con una frecuencia del
30% y en Anafase I la frecuencia es del 11%,
observindose la presencia de puentes en este

estadio. En Metafase II los rezagados estdn en
el 24% de las células. No se observaron células
en el estadio de Anafase II. Las tétradas se pre-
sentan en un 96% con microsporas normales y
un 4% de tétradas anormales. Estas tltimas se
presentan de dos formas: con 4 microsporas
normales y 1 microniicleo o bien tétradas con 3
granos de polen y 1 o 2 mds pequefios.

e 81G 1/4. En Metafase I un 30% de cromoso-
mas rezagados; en Anafase I un 20% de cro-
mosomas rezagados y se detectan puentes. En
13 células analizadas en Metafase II, 10 eran
normales y 3 presentaban cromosomas rezaga-
dos. Anafase II sin recuentos por falta de pla-
cas en este estadio y las tétradas fueron 98%
normales, 2% anormales con 3 granos de polen
grandes y 2 pequefios (microniicleos).

e 81G 1/10. Metafase I con 24% de células con
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comportamiento irregular de los cromosomas;
Anafase I sin observaciones en este estadio;
Metafase II con un comportamiento de las célu-
las en forma normal en un 100%. Las tétradas
son 92% normales y un 8% con microntcleos.

e 81G 1/13. Metafase I con un 15% de cromo-
somas rezagados y Anafase I con 98% de célu-
las normales y 2% de rezagados. Metafase II
con un 8% de rezagados y sin observaciones en
Anafase II. Las tétradas en un 97% normales y
3% anormales: 4 granos de polen grandes y 1
chico, es 1o més frecuente.

e 81G 1/15. Metafase I con un 4% de cromo-
somas rezagados y la Metafase II con todas las
células con comportamiento normal. Faltaron
las observaciones en Anafase I y Anafase II
por no presentarse en el material estudiado es-
tos estadios. Las tétradas todas normales.

e 81G 1/24. En la Metafase I se observé un 8%
de cromosomas rezagados. Las tétradas se pre-
sentaron en un 96% normales y un 4% anorma-
les. Se observaron el 60% de los granos de po-
len, deformados y un 40% normales.

e 81G 2/2. Metafase I con un 42% de cromoso-
mas rezagados y Metafase II con 100% de célu-
las normales; Anafase I y Anafase II, no obser-
vamos. Las tétradas fueron 100% normales.

e 81G 2/16. Metafase I con un 10 a un 15% de
rezagados; Anafase I con 23% de rezagados;
Metafase II normal y Anafase II con 6% de re-
zagados. Las tétradas son normales en un 93%.
e 81G 3/1. Metafase I con un 16% de cromo-
somas rezagados; tétradas en un 96% se pre-
sentan normales y un 4% con irregularidades.

e 81G 3/2. Metafase I con un 12% de células
con rezagados; Anafase I en un 17% con reza-
gados; Anafase II normales. Tétradas normales.
e 81G 4/5. Tétradas en un 100% de normalidad.
e 81G 4/17. Tétradas con un 96% de células
normales y 4% anormales.

e 81G 4/25. Metafase I con un 18% de células
irregulares; Anafase I en un 79% de las células
se presentan normales; tétradas en un 98% nor-

males y un 2% irregulares.
e 81G 5/1. Las Metafases I presentan de un 15 a
un 20% de rezagados; Anafase I y Metafase II se
presentan normales y las tétradas son normales.
e 81G 5/3. Metafase I con un 15-20% con re-
zagados. Tétradas normales.
e 81G 5/11. En la Metafase I el 11% de las célu-
las presentan cromosomas rezagados; en Meta-
fase II la totalidad de las células tiene comporta-
miento normal; las tétradas son normales.
e 81G 10/1. Metafase I con un 24% de cromo-
somas rezagados; Anafase I normal; Metafase II
y Anafase II normales. Las tétradas se presentan
con un 96% normal y un 4% de anormalidades.

El andlisis de la descendencia del cruzamien-
to Citrus reshni x C. volkameriana pone en
evidencia la existencia de irregularidades como
ser: cromosomas rezagados (fig. 1), formacién
de puentes y fragmentos (fig. 2). Estas irregu-
laridades no alteran la produccién normal de
granos de polen. Es infrecuente la existencia de
micronidcleos y/o la formacién de pentadas y
hexadas, como observamos por ejemplo en
81G 2/2 que presenta un 42 % de cromosoma
rezagados en Metafase I y puentes con frag-
mentos en Anafase I, sin embargo las tétradas
son normales en un 100%. Una situaci6n inver-
sa se presenta en el género Salvia (Haque,
1980), donde las irregularidades mei6ticas con-
ducen a un alto grado de inviabilidad e inferti-
lidad de las gametas. Estos resultados en Citrus
pondrfan en evidencia la existencia de un me-
canismo compensador que controlaria la pro-
duccién normal de los granos de polen y su
viabilidad, adn las irregularidades que se pre-
sentan en los estadios tempranos de la microes-
porogénesis o bien se podria explicar conside-
rando que estas anormalidades no son lo sufi-
cientemente importantes como para modificar
los estadios finales de la meiosis.

Al analizar los datos disponibles sobre pro-
duccién de semillas, nimero de pldntulas obte-
nidas y embrionfa (tabla I), se infiere que no
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Fig. 1. Cromosomas rezagados (flechas) en el hibrido 81G 1/2. a) Metafase I; b) Anafase I. La escala representa 10 pm.
Fig. 2. Puentes y fragmentos (flechas) en: ) Anafase I del hibrido 81G 1/2; b) Anafase I del hibrido 81G 1/3. La escala repre-

senta 10 pm.
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estarfan tampoco correlacionados con las irre-
gularidades que se presentan en la meiosis, en
la mayoria de los casos analizados. Sin embar-
go en el hibrido 81G 1/24 la produccién defi-
ciente de frutos podrfa atribuirse a la pmbcr—
cién elevada (60%) de granos de polen irregu-
lares (fig. 3).

En cuanto al grado de apareamiento que se
presenta en los cromosomas de los hibridos in-
terespecificos, lo que significa una homologia
de los cromosomas y constituye una evidencia
del grado de relacién entre las especies paren-
tales, se puede afirmar que las especies involu-
cradas en este cruzamiento tienen una gran afi-
nidad genética, por la presencia regular y cons-
tante de nueve bivalentes. Una relacién mds
distante se manifiesta con una disminucién del
apareamiento y con una decreciente fertilidad
de las gametas, como se presenta en las orqui-
deas del género Aranda (Yip, 1977).

Las observaciones citolégicas realizadas
contribuirian al esclarecimiento de la taxono-
mia del género Citrus, que hasta el momento
presenta grandes controversias en la opinién de
diferentes autores: para Hooker (1875), el gé-
nero consta de cuatro especies; para Swingle
(1943), de 16 especies; y para Tanaka (1977),
de 162 especies. Nuestros resultados concuer-
dan con la opinién de Scora (1988) que la com-
plejidad taxonémica se deberfa a la produccién
asexual de semillas. También tendrfa importan-
cia la larga duracién de los cultivos, los distur-
bios del hdbitat y la extincién. Por lo tanto toda
esta variabilidad establecida en el tiempo por la
evolucién, resulta en derivados hibridos que se
estabilizarfan por la embrionfa nucelar, reci-
biendo muchos de ellos nombres que corres-
ponden a la categoria de especie.

b) Proteinas foliares. Los resultados de las co-
rridas electroforéticas han demostrado que
existe una completa identidad entre los proge-

nitores e hibridos (fig. 4) respecto a las protei-
nas foliares. Se presentan mds de treinta bandas
de igual peso molecular, aunque la intensidad
de estas diferia entre las distintas variedades.
En condiciones nativas se evidencié un patrén
mds diferenciado. Los resultados electroforéti-
cos nos permiten concluir: a) que los genes que
determinan la sintesis de las principales protei-
nas foliares en las dos especies parentales y en
los distintos hibridos son esencialmente idénti-
cos en cuanto al tamaifio de los péptidos codifi-
cados; b) que hay variacién en aminodcidos
que afectan diferencialmente la carga de algu-
nas proteinas en las variedades estudiadas; c)
que existen factores nucleares promotores o in-
hibidores que actian de distinta manera deter-
minando diferencias cuantitativas en la expre-
sién de los genes, como consecuencia de lo
cual se originarfan las diferencias fenotipicas
morfolégicas y bioquimicas observables.
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Fig. 1. Granos de polen del hibrido 81G 1-24 mostrando irregularidades.

Fig. 4. Patrones electroforéticos de protefnas foliares en Citrus: 1) marcadores de peso molecular; 2) C. volkameriana; 3) C.
reshni; 4) 81G 1/2; 5) 81G 1/5; 6) 81G 1/24; 7) 81G 1/13; 8) 81G 1/15; 9) 81G 2/16; 10) 81G 4/17; 11) 81G 5/1; 12) 81G 5/3;
13) 81G 5/11.
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