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COMPATIBILIDAD SEXUAL EN CRUCES |INTRAESPECIFICOS E
INTERESPECIFICOS DEL GENERO PENSTEMON

Agustin Viquez Zamora*

RESUMEN

La industria moderna de plantas ornamentales se describe como un negocio sofisticado, de alta
inversion, que se ha llegado a posicionar como un bien de gran valor econémico en el
comercio mundial, desarrollandose bajo un escenario dindmico y sumamente competitivo. El
presente estudio tuvo como objetivo general determinar la compatibilidad sexual de cruces
intra- e inter-especificos en el género ornamental Penstemon. Se estudio la cronologia del
desarrollo floral en 3 especies de Penstemon, a partir de donde se construy6 una guia visual
para relacionar la apariencia y el tamafio de la flor con su estado de desarrollo. También se
registro la cronologia de dehiscencia del polen en las mismas 3 especies. Se realizaron un total
de 4 cruces reciprocos, 4 cruces no reciprocos y 2 auto-polinizaciones entre 6 cultivares de 3
especies de Penstemon. Se encontrd alto éxito unilateral en 3 cruces reciprocos, alto éxito
bilateral en un cruce reciproco, bajo éxito en un cruce no reciproco y alto éxito en una auto-
polinizacién, definiéndose éxito como el crecimiento frutal tras la polinizacion. Al término de
este estudio, fue posible la colecta de las semillas de un fruto maduro, y se llegd a la
conclusion de que se trataba de semillas inviables. También se infirié que las semillas de los
frutos restantes, podrian ser también semillas inviables. Diversas causas y factores son

propuestos y discutidos como los responsables del fracaso de los cruces realizados.

Palabras clave: Penstemon, desarrollo floral, dehiscencia, compatibilidad sexual,

hibridizacion.
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SEXUAL COMPATIBLITY IN CROSSES WITHIN THE PENSTEMON GENUS

Agustin Viquez Zamora*

ABSTRACT

Modern ornamental horticulture and nursery industry is now described as a sophisticated, high
investment business that has become an important commodity with a great economic value in
the global horticultural trade, being in a very dynamic and competitive scenario. The main
objective of the current study was to determine the sexual compatibility in crosses within the
Penstemon genus. Timing of floral developmental process was studied in three Penstemon
species, and a visual key was constructed as a basic guide to relate flower appearance and size
to its developmental stage. Also, pollen dehiscence timing was recorded in those species. Four
reciprocal crosses, four non-reciprocal and two self-pollinations were performed, using six
cultivars from three Penstemon species. High unilateral fertilization success was found in 3
reciprocal crosses, high bilateral fertilization success was found in one reciprocal cross, low
success was reported in a non-reciprocal cross and a single self-fertilization treatment showed
high success. Success was defined as noticeable fruit growth after pollination. By the end of
this study, only seeds from a single ripe fruit were collected, and it was concluded that were
non-viable seeds. It was hypothesized that seeds from the remaining, unripe fruits were also

non-viable. Several factors that had possibly caused cross failure are proposed and discussed.

Key words: Penstemon, floral developmental process, dehiscence, sexual compatibility,

hybridization.

* INFORME DE TRABAJO FINAL DE GRADUACION, Escuela de Biologia, Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica, Cartago, Costa Rica. 2010.
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INTRODUCCION

Los origenes del fitomejoramiento se remontan a miles de afios con la seleccion de plantas y la
colecta de semillas en los primeros sembradios de los asentamientos primitivos. En términos
generales, el principal objetivo del fitomejoramiento es, como su nombre lo indica, mejorar la

calidad, diversidad y desempefio de los cultivos (The British Society of Plant Breeders, s.f.).

Queda claro que las primeras plantas sometidas a la domesticacion y el mejoramiento fueron
antiguos cultivos utilizados como fuente de alimentacion y medicina natural (denominada
agricultura funcional). Pero junto a estas, las plantas ornamentales conformaron los tres pilares
de la agricultura tradicional. La historia del cultivo de plantas ornamentales data del siglo 16
A.C. en Egipto y el siglo 20 A.C. en China, pasando por los jardines monasticos de la edad
media hasta el surgimiento del interés por las flores en Gran Bretafia a mediados del siglo 18
D.C., durante la sociedad Victoriana (Zhou, 1995).

La industria moderna de plantas ornamentales se describe como un negocio sofisticado, de alta
inversion, que se ha llegado a posicionar como un bien de gran valor econémico en el
comercio mundial. La produccion global de ornamentales ha crecido constantemente durante
los Gltimos 20 afios, pasando de $11 billones en 1985 a un estimado de $60 billones en el
2003. Europa es el mayor productor y comercializador, seguido por los Estados Unidos, el
cual ha incrementado enormemente su participacion en el mercado durante la década pasada
(Van Uffelen y De Groot, 2005). En los Estados Unidos para el afio 2003 las plantas
ornamentales eran el cuarto cultivo en importancia (Daughtrey y Benson, 2005). Las ventas
totales, tanto de invernaderos como viveros, alcanzé los $16.9 billones, incrementando en un
33% de 1996 al 2006 (Jerardo 2007). En este mismo pais, la industria ornamental se encuentra
entre los 5 bienes méas consumidos en 27 estados y entre los 10 bienes mas consumidos de 42
estados, ademas de que la jardineria es considerado el hobbie nimero uno entre los

estadounidenses (Comis, 2000).

La industria ornamental se desarrolla bajo un escenario dindmico y de alta competitividad. La
variedad de disefios, colores, habitos y usos puede observarse cada vez que nuevas variedades

son introducidos al mercado. Los fitomejoradores, coleccionistas de plantas y jardineros,
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introducen nuevas variedades que se adapten al gusto de los clientes y tratan de incorporar
plantas desconocidas en las regiones donde se comercializa (Costa et al, 2007).
Consecuentemente, existe una carrera intensa por parte de las compafiias comercializadoras y
desarrolladoras para incrementar su participacion en el mercado, buscando nuevos nichos
donde ingresar. Importantes cantidades de dinero son invertidos por parte de dichas compafiias
para desarrollar plantas de jardineria Unicas, al mismo tiempo que la proteccion en propiedad

intelectual estimula esta tendencia en aumento (WIPO, 2006).

Para la obtencion de nuevas variedades, los fitomejoradores tienen a su disposicion los
recientes avances en biotecnologia, gendmica vegetal y mejoramiento genético asistido por
marcadores moleculares (Moose y Mumm 2008). Indudablemente, tecnologia novedosas
como estas tienen un enorme potencial y son -y continuaran siendo- una parte complementaria
al mejoramiento convencional. (Jauhar, 2006). Pero, como es mencionado por Garcia (2002),
estas herramientas representan nueva tecnologia que se afiade, no sustituyen, al mejoramiento

convencional, y comparten los mismos objetivos a largo plazo.

El fitomejoramiento tradicional se debe hacer cruces con padres cuidadosamente
seleccionados, luego seleccionar la progenie con las mejores caracteristicas para ser utilizados
en las etapas siguientes de seleccion. La tarea de un fitomejorador es combinar adecuadamente
las caracteristicas de interés de varias plantas en una sola, y la creacién de una nueva variedad
se considera un proceso complejo, dificil y costoso (The British Society of Plant Breeders,
s.f).

Comprender el desarrollo floral es considerado un prerrequisito muy importante para el
mejoramiento genético y estudios de compatibilidad sexual entre especies de plantas. Los
estudios de compatibilidad sexual se basan en el uso de estigmas receptivos y polen viable.
Solo utilizando estigmas y polen que se encuentran en el estado de desarrollo adecuado se
puede confiar que el fallo en las hibridizaciones es causado verdaderamente por
incompatibilidad sexual y no por un destiempo en la cronologia del desarrollo. Incluso

hibridizaciones altamente compatibles no produciran semilla viable si el estigma es
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polinizados en etapas no receptivas, o si el polen es inmaduro o senescente. La habilidad para
identificar estigmas y polen en el estado apropiado de desarrollo es por lo tanto crucial en los

programas de fitomejoramiento (Douglas, 2007)

De manera general, este trabajo se encuentra enmarcado en el ambito del fitomejoramiento
convencional. El objetivo general es determinar la compatibilidad sexual entre cruces intra- e
inter-especificos en el género Penstemon, analizando el crecimiento frutal como una sefial del

éxito de las polinizaciones.

El primer registro del comercio de Penstemon como planta de jardineria fue en Londres, a
principios del siglo 19, donde se importaban y vendian semillas traidas de Norteamérica. Es
muy probable, sin embargo, que el interés por cultivar Penstemon se diera mucho antes de la

primera descripcion botanica hecha por el Dr. John Mitchell en 1748 (Way y James, 1998).

Después de su introduccion al mercado, el mejoramiento por medio de la hibridizacién se dié
ampliamente, generalmente con cruces exitosos. (Viehmeyer 1958, Straw 1955, Mackaness
1959) Ademas, la cruza provoco la creacion de cientos de variedades hibridas en Europa,
principalmente derivadas de las especies P. hartwegii, P. kunthii, P. cobaea y P. gentianoides.
En Norteamérica, el mejoramiento de Penstemon se enfocd en combinar la persistencia y
virilidad de algunas especies como P. serrulatus con especies de flores grandes como P.
hartwegii. Cruces entre secciones de la misma especie dio como resultado muchas nuevas
variedades. Un logro importante que debe destacarse en el mejoramiento de Penstemon fue el
desarrollo de los hibridos denominados ‘Mexicali’, los cuales combinaban las vistosas Yy
amplias flores de los hibridos europeos con la resistencia al frio de los previamente
desarrollados hibridos ‘Mexicana’ (Way y James, 1998). A pesar del relativo éxito en el
mejoramiento de Penstemon, existen reportes de cierto nivel de incompatibilidad en algunos
intentos de hibridizacion (Viehmeyer 1958, Mackaness 1959, Chari y Wilson 2001).

Las barreras reproductivas que causan incompatibilidad sexual pueden dares en cualquier
etapa del ciclo de vida de la planta y pueden evitar cualquier intento de producir variedades
nuevas. Dos especies podrian florear en diferentes épocas del afio (aislamiento fenoldgico) o

dos poblaciones de plantas podrian tener distintos insectos o factores polinizadores
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(aislamiento etoldgico). Puede ocurrir que el polen de una especie no pueda alcanzar el
estigma de otra especie (aislamiento mecénico). El polen podria no germinar, o si lo hace, el
tubo polinico podria no crecer adecuadamente en el estilo (incompatibilidad). Incluso si
ocurriera la fertilizacion, podria haber aborto de semillas hibridas o del fruto que las contiene,
o las semillas podrian presentar un desarrollo inferior (aborto del embrion o falta de desarrollo
del endospermo). Si las semillas engendradas son viables podria ocurrir que la progenie
hibrida no se desarrolle vigorosamente (mal desempefio de la progenie F;). O la progenie F;
podria tener un desarrollo adecuado pero pueden resultar estériles debido a un fallo en los
procesos meioticos de sus gametos (esterilidad hibrida) Finalmente, la hibridizacion podria
tener buenos resultados en sus primeras generaciones pero su desarrollo podria limitarse en las
progenies subsiguientes cuando se da nuevas recombinaciones génicas y los complejos de
genes coadaptados son alterados (mal desempefio de las progenies F, y subsiguientes) (Chari y
Wilson, 2001).

La razon de ser de la compafiia NovaFlora Inc. se encuentra en el desarrollo de nuevas
variedades ornamentales, como es el caso del género Penstemon, entre muchos otros. Este
desarrollo va acorde a la necesidad de satisfacer la elevada exigencia de los clientes con
intereses en la jardineria. La compafiia le brinda el servicio de investigacion, desarrollo e
innovacion a uno de los viveros mas grandes de la costa este de los Estados Unidos; The
Conard-Pyle Company, con mas de 100 afios de participar en este complejo mercado (The
Conard-Pyle Company, 2009). Este estudio va dirigido a apoyar el esfuerzo e inversion de la

compafiia para liberar al mercado productos novedosos que incrementaran su competitividad.
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REVISION DE LITERATURA

Penstemon Mitchell
Taxonomia vy distribucién

El género Penstemon Mitchell, con cerca de 271 especies, es el mayor género endémico de
Norteamérica. Se encuentra distribuido desde Alaska hasta Guatemala, y abarca de una costa a
la otra. En los Estados Unidos, la mayoria de las especies se encuentran en la cordillera oeste
(Wolfe, 2006). El centro de diversidad de Penstemon es el estado de Utah en los E.U.A.,
donde se han encontrado cerca de 70 especies. EI nimero de especies endémicas disminuye en
los estados circundantes; 35-50 especies en los estados continuos a Utah y 10-25 especies en
el anillo siguiente de estados para finalmente encontrarse unos pocos ejemplares en Alaska, el
este de los E.U.A y el sur de México. Por supuesto, el comercio actual de plantas ha ayudado a
su expansion a nivel mundial llevando especies de Penstemon hasta paises tan lejanos como
Australia y Nueva Zelanda (Way y James, 1998).

Penstemon fue primeramente clasificado como miembro de la familia Escrofulariaceas (Straw
1966), permaneciendo en dicho taxdn por un largo tiempo hasta que recientes estudios
taxondmicos basados en relacion genética por biologia molecular ha reposicionado a
Penstemon en la familia de las Plantaginaceas (Cuadro 1) (Albach et al 2005, Shehata 2006).
El género se divide en 6 subgéneros, dos de los cuales son monotipicos (es decir, solo poseen
una especie. Estos son los subgéneros Cryptostemon y Dissecti). Los otros cuatro subgéneros
son Penstemon (aprox. 182 spp.), Habroanthus (aprox. 50 spp.), Saccanthera (aprox. 28 spp.),
and Dasanthera (aprox. 9 spp.). Existe una gran diversidad morfolégica en y entre los
subgéneros con distintos habitos, diferentes tipos y formas de flores, hojas y tallos. Por
ejemplo, la mayoria de las especies en el subgénero Dasanthera son sufratices (arbustivos)
mientras en el subgénero Saccanthera posee especies con un caudex lefioso y la seccion

Ericopsis subseccion Caespitosi forman pequenios “mats”o alfombras (Wolfe, 2006).
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Cuadro 1. Descripcién boténica de Penstemon. (Basado en USDA 2009 con modificaciones de
Stevens 2001-2009)

Reino Plantae - Plantas

Subreino Tracheobionta— Plantas vasculares
Superdivisién Espermatdfita— Plantas con semilla
Division Magnoliofita — Plantas con flores

Clase Magnolidpsida— Dicotiledoneas
Subclase Asteridae

Orden Plantaginales (Lamiales)

Familia Plantaginaceae

Género Penstemon Mitchell — “Lengua vellosa”

Morfologia de la planta vy la flor

Las plantas del género Pentsemon pueden tener un habito herbaceo, arbustivo o sub-arbustivo
con una altura de 10 cm hasta 3 m. Algunas especies de habito herbaceo conforman rosetas
fuertes y persistentes, otras pierden su forma de roseta con el paso de la estaciones mientras
otras forman crestas o penachos sin roseta.

Los hibridos europeos se derivan de especies mexicanas con habito arbustivo o sub-arbustivo,
poseen una estructura rameal lefiosa y los hibridos pueden desarrollar un habito arbustivo si se

mantienen inalterados en su habitat natural (Way y James, 1998).

Una amplia variedad de formas, colores y texturas pueden encontrarse en sus hojas. Son
comunes los bordes serrados, con gran cantidad de tipos de dientes, y diversas formas pueden
encontrarse en una misma especie e incluso en una misma planta. Especies desérticas poseen

hojas gruesas, parecidas a plantas suculentas o xerofitas (Way y James, 1998).

Las flores se localizan en racimos largos que comunmente son sostenidas por un tallo con

muchas hojas, aunque esta caracteristica es menos pronunciada en especies con habito sub-
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arbustivo. Poseen un célix similar a una copa con 5 sépalos en forma de diente, una corola
tubular con 5 pétalos unidos pero diferenciados en dos lébulos superiores y tres inferiores, 5
estambres colocados en la parte inferior de la corola, y un ovario bilocular ubicado en la parte
superior. Uno de los 5 estambres es estéril ya que no posee antera, y normalmente esta
cubierto largos vellos que sobresalen de la corola, caracteristica que le da su sobrenombre de
“lengua velluda” (Meyer 2008).

La forma tubular de la corola no varia, pero el largo y ancho de la flor puede variar en tamafio;
desde los 8 mm en alguna especies de altura hasta 5 cm o mas in los hibridos méas grandes. El
largo de la corola tubular en relacién con el largo de los pétalos lobulares varia
considerablemente dependiendo de la especie, pero existe algunos patrones morfoldgicos que
dividen las flores segun el tipo de polinizador que visita mas frecuentemente dicha planta. Las
flores bulbosas con corola de garganta ancha, son cominmente polinizadas por abejas, avispas
y otros insectos, mientras aquellas con flores de corola delgada y larga son visitadas
frecuentemente por colibries (Way y James, 1998). Adaptaciones evolutivos de la morfologia
floral en Penstemon, de la misma forma a como ocurre probablemente en la mayoria de
plantas con flores, ha pasado por un mecanismo de especializacion dirigido a llamar la
atencion del polinizador mas efectivo. Sin embargo, a pesar de que casi todos las Penstemon
estan adaptados para ser polinizados normalmente por abejas o colibries, también puede ser
polinizados por una amplia gama de otros insectos o animales (Lara y Ornelas 2008,
Castellanos et al 2004). En cuanto a coloracion, la garganta de la corola es usualmente blanca,
con multiples especies que tienen hasta cinco venas coloreadas en los tres l6bulos inferiores.
Dichas rayas son conocidas como elemento atrayente de polinizadores y una forma de guia
hasta los nectarios en la base del tabulo. Los estambres pueden sobresalir mas alla de la boca
de la corola. El estaminoide varia de color, largo y forma de la punta entre especies, pero en
cuanto a la distribucion y tamafio de vellosidades si es muy parecido (Way y James, 1998). La
mayoria de especies florea en primavera o al principio del verano, mientras algunas lo hacen a

mediados del verano (Meyer 2008).

17



Biologia reproductiva de Penstemon

La reproduccion sexual de Penstemon abarca desde la casi completa auto-incompatibilidad en,
por ejemplo, P. haydenii (Tepedino et al. 2006), auto-incompatibilidad parcial, como en P.
barbatus (Lange et al 2000) hasta una autogamia parcial. Aunque la mayoria de especies en
Penstemon son auto-compatibles y los estigmas son fisiologicamente receptivos a la hora de la
dehiscencia del polen, las auto-polinzaciones son minimizadas por la posicién superior del
estigma con respecto a las anteras (Clements et al. 1999, Tepedino et al. 1999).

Las flores son protandricas, teniendo la fase masculina antes que la fase femenina. Esto quiere
decir que el polen comienza a esparcirse antes de que el estigma esté en su punto mas
receptivo, pero es traslape de las fases en una misma planta es comun. Las flores se mantienen
en la planta de 5 a 6 dias, sin importar si fueron o no visitadas por polinizadores. La fenologia
y comportamiento de la flor, estilo y estigma, durante este tiempo es descrito a continuacion:
en el dia que ocurre la antesis, el estigma y estilo se encuentran erectos, sobre los estambres,
junto a la superficie de los pétalos superiores. En este momento, el estigma no se encuentra en
la mejor posicion para hacer contacto con los insectos que entren a la flor. En el segundo dia,
los 3-4 mm ubicados en la parte distal del estilo empiezan a curvarse hacia abajo. En el tercer
dia el estilo completa su curvatura, habiéndose doblado en este momento casi unos 90°. La
superficie del estigma se ha expandido cerca de 1 mm?. En el quinto dia, la corola se empieza
a aflojar y suavizar, ocurriendo la abscision de esta en quinto o sexto dia. El estilo permanece
sujeto al ovario durante toda la temporada (Figura 1) (Clements et al 1999, Tepedino et al
1999).

Receptividad del estigma

Muchos autores concuerdan con que el estigma de Penstemon se encuentran fisiolégcamente
receptivos al polen desde el principio de la antesis hasta tres dia después, cuando este
comienza a curvarse hacia abajo. También, se ha reportado ninguna diferencia significativa en
la produccion de frutos entre flores polinizadas el primer, segundo o tercer dia despues de la
antesis. (Abruzzo y Ault, s.f, Tepedino et al 1999, Chari y Wilson 2001, Tepedino et al 2006)
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Dehiscencia del polen

Algunos aspectos temporales se han establecido con respecto al proceso de dehiscencia del
polen en flores de Penstemon. En el dia en que la flor se abre (Dia 1), el par de anteras
ubicados distalmente muestran signos de dehiscencia, mientras que las anteras proximales
estan cerradas aun. Las anteras proximales comenzaran a descargar polen en el segundo dia,
en conjunto con las anteras distales. Ya para el tercer dia, normalmente solo las anteras
proximales se encuentran descargando polen, mientras las distales han dejado de hacerlo,
pudiendo o no haberse absicido sus anteras vacias. En el cuarto dia, ninguno de los dos pares

de anteras mostrard mas polen (Figura 1) (Clements et al 1999).

ANTERAS

3
ESTILO
OVARIO 3y

~€— ESTIGMA

ESTAMINOIDE g

FLOR DE PENSTEMON (CORTE
LONGITUDINAL)

= <<=

DIA 1. FASE MASCULINA °“SE DIA 2. FASE MASCULINA
I 10 mm I

<=

DIA 3. FASE FEMENINA. . DIA 4. FASE FEMENINA
PRESENCIA DE POLEN

Figura 1. Secuencia de paso de la fase masculina a la femenina en un flor de Penstemon.
Solamente una antera de cada par es mostrada; el par distal (mas cercano a la boca de la
corola) y el par proximal (cercano al ovario); ambos se encuentran en la parte superior de la

corola. La imagen fue tomada de Clements et al (1999).
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Desarrollo del fruto v la semilla

Los ovarios, una vez ocurrida la fertilizacion, desarrollan dos l6culos, y una vez maduros, se
abren en la punta y algunas veces en los lados. La céapsula frutal ya entrada en madurez
comienza a abrirse después de 6 a 8 semanas de ocurrida la polinizacion, madurando primero
las que se encuentran en la base de la inflorescencia. Las semillas pueden presentar una
coloracion grisacea 0 negra, tienen forma angular y se suelen dispersar por viento (Meyer
2008).

El género Penstemon posee un sistema de reproduccion mixto; mientras algunas semillas y
frutos son engendradas por auto-polinizacion (ya sea autogamia o geitonogamia), se ha
reportado que significativamente méas semillas son producidas tras polinizacion cruzada
(Lewinsohn y Tepedino 2007, Clements et al 1999).

No se encontraron reportes de agamospermia u otro tipo de reproduccion asexual en los frutos
y/o semillas. Por el contrario, Clements (1999) asegura que la agamospermia en P. tenuiflorus,
P. lemhiensis o P. hirsutus se considerd sin importancia alguna.

Hibridizacion

Fitomejoramiento

Los primeros domesticadoras y agricultores pudieron haber notado facilmente las diferencias
radicales de propagar plantas por medios asexuales, en contraste con la propagacion por
semillas. Las plantas propagadas por medio de las estructuras vegetativas, como rizomas o
estolones, son fenotipicamente y genéeticamente idénticos entre si y también con sus padres.
Por el contrario, cuando se produce por semillas, la descendencia es una mezcla

desconcertante de diferentes tipos (Allard 1999).
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Los métodos de fitomejoramiento generalmente son determinados por la polinizacion o la
biologia reproductiva de la planta con la cual el mejorador esta trabajando. Las plantas pueden
dividirse generalmente en tres clases: de especies autogamas, de polinizacion libre o cruzada y
apomicticas. Las semillas de las plantas apomicticas se forman a partir de un proceso asexual
que se produce en el ovario sin la fusion de gametos femenino y masculino. La
autofecundacion (autogamia) se produce de forma natural en cultivos de especies autdgamas y
se puede hacer por polinizaciones manuales en los cultivos de polinizacién cruzada. El
mejoramiento de lineas puras se asocia hormalmente con los cultivos de especies autdgamas,
que se definen como “plantas genéticamente puras u homocigotas resultantes de la continua

endogamia o autopolinizacon" (Baenziger et al 2004).

Probablemente las primeras plantas cultivas fueron mayoritariamente las gramineas y
leguminosas de semilla grande con flores cleistogamas pequefias, las cuales naturalmente
producian buenos rendimientos de semillas alimenticias. Ya que las flores cleistdgamas se
autofecundan mientras que la flor se encuentra cerrada, esto promueve la homocigosidad entre
los linajes seleccionados, al mismo tiempo que se creaban las primeras lineas puras,

probablemente sin ningln conocimiento de los cultivadores (Allard 1999).

Hibridizacién

Las consecuencias de la hibridacion han intrigado a los cientificos durante siglos. A finales de
1700, Linneo sugiri6 que la hibridacion puede conducir a la formacién de nuevas especies, y
Mendel hizo afirmaciones similares a finales de 1800. Se propuso entonces que la hibridacion
facilita la transferencia de rasgos entre las especies, un proceso que Se conoce cComo
hibridacion introgresiva. También se sugirid que la hibridacion y la introgresion podrian
promover el cambio evolutivo de adaptacion. La hibridacion y la introgresion son
caracteristicas generalizadas de muchas de las poblaciones naturales de plantas y se cree que el
70% de todas las especies de plantas con flores se originaron a través de la hibridacién (Orians
2000).
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Los hibridos resultan del cruce entre dos plantas genéticamente distintas, ya sea de forma
natural en las poblaciones de plantas silvestres o cuando los fitomejoradores y genetistas
manualmente producen cruces entre progenitores seleccionados. La importancia relativa de los
hibridos varia entre las especies de plantas, pero en casi todos los casos hibridos implican un
mejoramiento en la poblacion. En las plantas alégamas (las cuales normalmente se reproducen
por polinizacion cruzada) cada nueva semilla que se produce es tedricamente un hibrido,
debido a la union de gametos entre los progenitores masculinos y femeninos, proveniente de
distinto individuos. A excepcion de casos especificos, la frecuencia de los hibridos es menor
en las especies autdgamas (las cuales se reproducen por auto-polinizacion). En la mayoria de
los programas de fitomejoramiento, se producen hibridos entre los padres élite para desarrollar
poblaciones F2 ya sea por autopolinizacion o por cruces entre plantas de la progenie hibrida
F1. Se inicia un proceso de autopolinizacion y seleccion dentro de las poblaciones F2 para
desarrollar lineas puras que pueden utilizarse como utilizarse como lineas puras per se si se
trata de plantas autbgamas o como padres para nuevos cruces, Si se trata de especies alégamas.
Los hibridos de especies autbgamas son vehiculos para desarrollar poblaciones segregantes en
qgue luego, se seleccionaran nuevas lineas puras. Los hibridos provenientes de plantas
alégamas son a menudo el punto de partida para el desarrollo de lineas puras que, en Gltimo
término, servirdn como padres para producir nuevos hibridos (Hallauer 2004).

Hibridizacién interespecifica

La mejora genética de algunas plantas cultivadas ha implicado la incorporacién de genes Utiles
de otras especies. Se han desarrollado nuevos tipos de plantas en las cuales se considera que
ha ocurrido la fusién entre los complementos cromosémicos de dos especies cultivadas. La
hibridizacion interespecifica es considerada de gran importancia por los fitomejoradores
interesados en el desarrollo de cultivares, representando nuevas oportunidades y desafios. La
mejora por transferencia de genes de una especie cultivada o no cultivada a otra especie
involucra a dos factores: la obtencion de semillas viables o de propagulos vegetativos en las
generaciones F1 y subsiguientes, y la eliminacidn de caracteristicas indeseables de las especies
del donante (Fehr 1991).
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El nivel de dificultad en desarrollar nuevos cultivares generalmente estd relacionado con el
namero de caracteres indeseables en los padres. La primera escogencia de material parental
para la mayoria de fitomejoradores corresponde a cultivares o lineas experimentales con
caracteristicas cuantitativas y/o cualitativas deseables. Si no se pueden encontrar las
caracteristicas y genes deseados en lineas cultivadas élite, el fitomejorador buscard un
genotipo con la menor cantidad de caracteristicas no deseadas. Los genotipos de especies
cultivadas son evaluados primero, y se le denomina a este grupo “pool génico# primario,
donde es muy probable que su hibridizacién resulte en la produccion de semilla viable. Si no
se encuentran un genotipo deseable, se pasard a buscar los “pooles génicos” secundarios y
terciarios (Fehr 1991).

Los “pooles génicos” secundario y terciario hacen referencia a parientes silvestres, los cuales
representan un reservorio importante de genes utiles y ofrecen un enorme potencial para
introducir dichos genes en las especies cultivables. La hibridizacion interespecifica ha sido un
método importante para ampliar el pool génico de los cultivos (Brar 2004).

Fracaso de cruces interespecificos.

La hibridizacion interespecifica es una herramienta tradicional para combinar genes Utiles de
distintas especies de interes, pero existen diversas barreras que pueden limitar dichos cruces.
Como se menciond anteriormente barreras de aislamiento reproductivo pueden ocurrir en
cualquier etapa del ciclo reproductivo de la planta: aislamiento ecoldgico (dos especies se
desarrollan bajo distintos habitats o nichos ecologicos), aislamiento fenoldgico, mecanico,
entre otros (Chari y Wilson, 2001).
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El fracaso de los cruces interespecificos esta principalmente atribuido a barreras pre- or post-
fertilizacion. Las barreras de pre-fertilizacion, como su nombre lo dicen, evitan la fertilizacién
del rudimento seminal por parte las células espermaticas y por ende, formacion de semilla y
embrion. Por otro, en las barreras post-fertilizacion si se da fertilizacion del 6vulo, pero las
semillas hibridas se forman sin embrion o con embrién y/o endospermo abortivo y/o
deficiente, ademas de alteraciones en las generaciones siguientes (Liu et al 2006). La ausencia
de fertilizacion es el primer fallo que evita los cruces interespecificos. Existen varios factores
que pueden evitar la fertilizacion: polen no viable, crecimiento insuficiente del tubo polinico o
incapacidad de los gametos masculinas para alcanzar el saco embrionario y fecundar las
celulas huevo o centrales (Fehr 1991).

Un crecimiento anormal del embrién o del endospermo pueden dares tras una fertilizacion
exitosa del 6vulo. La malformacion de semilla se puede dar por: A) Interacciones negativas
entre los genes de las dos especies, lo cual interfiere en la division celular y diferenciacion. B)
Interaccion desfavorable entre genes citoplasmaticos y nucleares en las células cigoticas. C)
La proporcion génica entre embrion, endospermo y tejido materno puede no ser el adecuado.
D) El nimero de dvulos fertilizados puede no ser el adecuado para evitar la abscision

temprana de flor o fruto (Fehr 1991).

El emparejamiento inadecuado de cromosomas en la meiosis puede provocar que la progenie
hibrida sea estéril. Cuando esto ocurre, el nicleo de los gametos puede tener un nimero
variable de cromosomas de cada genoma. La probabilidad de que un nucleo tenga un juego
completo de cada genoma es pequefia, resultando en un alto nimero de gametos no
funcionales. Por lo tanto, se esperaria una pequefia cantidad de semillas (o ninguna semilla)

tras la auto-polinizacién de las flores (Fehr 1991).
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El fendbmeno de mal desempefio de la progenie se refiere a la situacién en que la progenie F;
es fértil pero las descendientes de esta en la F, o generaciones posteriores son débiles o
estériles (Brar 2004). Dos causas de este mal desempefio se han propuesto: A) Alelos
homocigotas dominantes en distintos loci pueden favorecer el desarrollo en una especie,
mientras que los alelos homocigotos recesivos en el mismo loci pueden favorecer a otras
especies. La progenie F; de n cruce interespecifico podria romper las combinaciones
favorables de alelos dominantes o recesivos. Las plantas F, que no tienen el alelo dominante
en cada locus o que no eran homocigotas para los alelos recesivos podrian carecer de vigor y
podrian ser estériles. B) Pequefias diferencias estructurales que no afectaron el apareamiento
cromosémico en los hibridos de la F; pueden existir en los cromosomas de las dos especies.
La recombinacion de segmentos cromosémicos durante la meiosis puede conllevar a la
produccién de deficiencias o duplicaciones cromosomales en los gametos de los hibridos de la
Fi1. Asi, el mal desempefio de la progenie hibrida ocurre si los gametos anormales son viables,
pero dichas anormalidades tienen efectos deletéreos en la generacion F, (Fehr 1991).

Diversas técnicas pueden utilizarse en casi cada etapa del desarrollo para sobrepasar las

barreras de incompatibilidad. Algunas de estas técnicas son mostradas en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Técnicas utilizadas para sobrepasar barreras de incompatibilidad (Brar 2004).

Barrera

Técnicas

Prefertilizacion

Polen no germina

e Remocion mecanica del pistilo seguido

de la polinizacién manual en el corte del

estilo.
e Uso de polen mezclado (polen
compatible muerto + polen

incompatible)

Poco crecimiento del tubo polinico

e Uso de polen mezclado
e Fitohormonas

e Fertilizacion in vitro

El tubo polinico es incapaz de alcanzar el

estilo

e Acortamiento del estilo

Detencidn de crecimiento del tubo polinico

en el estilo, ovario u 6vulo.

e Fertilizacion in vitro

Fallo en la obtencion de hibridos

e Fusion de protoplastos

Diferencias de ploidia

e Duplicacion de cromosomas

e Uso de especies intermediarias

Postfertilizacion

Semilla hibrida no viable o con poco vigor

e Rescate de embriones

Aborto de embriones

e Rescate de embriones

Aborto de embriones en etapas tempranas

e Cultivo de 6vulo u ovario

e Fertilizacion in vitro

Hibridos de la F; mueren jovenes

e Cruces reciprocos

e Injertacion de hibridos
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e Regeneracion de plantas a partir de

callo

Eliminacion cromosomica e Alteracion del radio genomico de ambas
especies
e Induccion de intercambio cromosémico

antes del inicio de la eliminacién.

Hibridos estériles e Duplicacion de cromosomas
(produccion de anfiploides)

e Retrocruce

Mal desempefio de la progenie hibrida e Producir mas progenie F,

Hibridizacién en Penstemon

Hibridos naturales

Varios autores han reportado la hibridizacion natural de especies de Penstemon en parajes
silvestres de los Estados Unidos, conformando lo que se denominan zonas hibridas (Koelling
1964, citado por Clements et al 1999, Wilson y Valenzuela 2002). La estructura de las zonas
hibridas es el resultados de presién de seleccion endégena como por ejemplo las diferencias en
los sistemas de reproduccion y la compatibilidad genética, y seleccién exdgena representado
como los diferentes niveles de sobrevivencia de los hibridos basado en la seleccion segun su
adaptacion al medio en que se desarrollan. (Lynn 2001).

Las zonas hibridas que aparecen naturalmente son de gran importancia ecologica y evolutiva
debido a que las especies hibridizadas tiene diversas combinaciones de material genético con
el potencial de influir en esas poblaciones. La existencia de grandes zonas hibridas indica la
presencia de un aislamiento sexual débil. (Kimball et al 2008). La literatura en Penstemon es
contradictoria, mencionando que los hibridos se pueden dar naturalmente pero es raro
encontrarlos en su habitat salvaje (Straw 1958). Por otro lado, Kimball et al (2008) reporta

lugares donde los hibridos pueden hallarse incluso en mayor cantidad que sus padres. Ambos
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autores se refieren a especies o estudiaron grupos de especies distintos, probablemente con
diferente capacidad de hibridizacion.

Hibridizacién artificial

Los primeros trabajos de hibridizacion realizados en Penstemon fueron hechos por jardineros
ingleses, quienes son los responsables de crear los hibridos europeos iniciales a partir de los
cruces entre P. hartwegii [Subgénero Penstemon, Seccion Fasciculus] x P. cobaea [Subgénero
Penstemon, Seccion Aurator], hace casi 100 afios atrds. Desde entonces los hibridos en
Penstemon han sido producidos extensamente. Mas recientemente, el fitomejorador Bruce
Meyers fue capaz de crear lo que podria ser el hibrido de Penstemon mas estable. El cred los
hibridos Mexicali, a partir de cruces intersectoriales de varios hibridos europeos con hibridos
producidos recientemente Ilamados Mexicana (estos producidos por el cruce entre P.
campalanatus [Subgénero Penstemon, Secion Fasciculus] y otras especies mexicanas,
principalmente P. palmeri [Subgénero Penstemon, Seccion Peltantera] y P. parryi [Subgénero

Penstemon, Seccion Peltantera]) (Way y James, 1998)

Cruces interespecificos e intrasectoriales en Penstemon fueron realizados o reportados también
por Straw (1956), Viehmeyer (1958), Mackaness (1959) y Crosswhite (1965), y mas
recientemente por Chari y Wilson (2001) y Kimball et al (2008), todos con resultados
variables en cuanto a su éxito. Viehmeyer (1958) menciona la clasificacion en Penstemon
segun el tamafio de su semilla; en especies 0 secciones del género de semilla pequefia y

semilla grande, entre los cuales el autor reporta cruces fallidos.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la existencia de compatibilidad sexual en cruces intraespecificos e interespecificos

del género Penstemon.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar un estudio de cronologia de desarrollo floral en tres especies del género
Penstemon

2. Establecer cruces intra- e inter-especificos entre seis cultivares de tres especies de
Penstemon.

3. Evaluar compatibilidad sexual en cruces intra e interespecificos de Penstemon
mediante la determinacion de cruces exitosos, desarrollo de frutos y produccion de

semilla.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Fueron escogidas siete variedades de tres especies de Penstemon (Penstemon barbatus
‘Rondo’ y ‘Navigator’, P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ [el simbolo de multiplicar “x” junto al
nombre de la especie denota su genotipo hibrido estable y reconocido], “Miniature Bells” y
‘Sunburst Amethyst’, y P. smalii y P. smalii “Violet Dusk’) entre el banco de germoplasma de
la empresa NovaFlora, para ser utilizadas en los distintos estudios. Se escogieron las plantas
con mayor floracion. En el mes de octubre, en el momento que empezo la estacion de otofio,
se colocaron las plantas sobre mats térmicos (22°C) que ayudaron a mantener las plantas a una
temperatura apta para promover la floracion. Se utilizaron una o dos accesiones de cada

variedad, dependiendo de su disponibilidad.

Las especies utilizadas, cultivares, ilustracion de las plantas y sus flores, distribucion

geografica, entre otros datos son mostrados en el Cuadro 3.
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Cuadro_3. Nombre y caracteristicas de los cultivares de Penstemon utilizados.

Especies | Cultivares | llustracion de las | Distribucion geogréfica en | Subgéner | Seccion® Descripcion

plantas y sus flores | los Estados Unidos* 0° morfoldgica de la

123 planta y la flor®
Penstemon | Rondo \ LTI Habito de  mat
barbatus S arbustivo, hojas
E‘.-. A su anchas, no serradas.
(.‘.'==-%~§:‘;§ Flores con forma de
..—-"ii‘"’_E “cabeza de tiburén”,
crecen sobre
paniculas sin hojas

Habro-

Navigator anthus Elmigera de hasta 1.5 m de

largo, semillas
grandes®, producidas
en tallos verticales
ligeramente

arqueados. EIl color
varia de Rosado
fuerte a coral intenso

y escarlata claro.
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P.

xmexicali

Miniature
Bells

Sunburst
Amethyst

Sunburst
Ruby

No se

naturalmente.

encuentra

Pens-

temon

Producto de
cruces
interespecific
os de las
secciones:
Campa-
nulati,
Fasciculus,
Aurator y

Peltantera

Sus padres poseen
un amplio rango de
héabitos: desde
herbaceo con flores
relativamente
pequenas,
influenciados por P.
campalanatus, hasta
un habito arbustivo,
ramificado  lefioso,
hojas y  flores
grandes,
influenciado por los

hibridos europeos.
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P. smalii

Violet
Dusk

=

=
-
=
=
w©

\P\ ANTS -

Pens-

temon

Penstemon

Hébito herbéaceo,
altura de 60 cm,
hojas verdes claro,
algunas con bordes y
venacion rosada.
Flores grandes color
purpura, corolas
anchas con boca
amplia y I6ébulos
inferiores

prominentes

'Germoplasma de NovaFlora,

James, 1998, ®Viehmeyer, 1958.

“www.popsignage.com, °http://www.wildgingerfarm.com/Penstemon.htm,

USDA, 2009, *Way
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Registro del desarrollo floral y construccion de una guia visual

Se observaron entre 8 a 10 brotes florales inmaduros de especies de Penstemon: P. barbatus
‘Rondo’ (10 brotes), P. x mexicali ‘Miniature Bells’ (8 brotes) y P. smalli (9 brotes), durante un
periodo de dos semanas, entre el 6 de octubre y 19 de octubre del afio 2009, para observar su
desarrollo y determinar el momento de antesis. Solamente se utilizd una planta por variedad,
debido a la disponibilidad de las mismas. Conforme se avanzé en la realizacion del estudio, se
identificaron etapas fenoldgicas caracteristicas en las 3 especies, las cuales facilitarian el analisis
del desarrollo floral. Las etapas identificadas fueron: 1) Caliz: El céliz encierra totalmente a la
corola, 2) Apertura del céliz: El céliz se ha abierto y la corola posee una menor, igual o
ligeramente superior longitud a la del caliz, 3) Elongacion de la corola: La corola empieza a
crecer rapidamente por encima del caliz hasta el momento de la antesis y se define la coloracién

de la misma, y 4) Antesis: Los pétalos se han abierto

Las mediciones se iniciaron en brotes de tamafo similar, los cuales visiblemente habian superado
la etapa de Apertura del Caliz y apenas comenzaban la etapa de Elongacion de la Corola. Los
brotes no fueron medidos en las etapas de Céliz y Apertura del Céliz, debido a razones que seran
explicadas més adelante- Los brotes se midieron diariamente, entre las 8:00 a.m. y las 10:00 a.m.,
desde el punto de union del pedinculo con el céliz hasta la punta de la corola (para medir
longitud) y en el punto méas ancho del brote/flor. Las mediciones se realizaban hasta el momento
que ocurria la antesis. Los promedios diarios de tamafio fueron calculados con Excel (Excel 2008
para Mac, Microsoft, Redmond, WA).

Para la construccion de la guia visual, se escogieron los brotes y las flores que ilustraran a las
distintas etapas de desarrollo, y fueron fotografiados con una camara digital (Cybershot F717,
Sony, Tokio, Japon). Dado que las mediciones fueron hechas primero y las fotografias se
tomaron ya avanzada la época optima de floracion, no todas las etapas de desarrollo pudieron

fotografiarse
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Longitud de estilos

Se realizo la medicion de 10 estilos en cuatro cultivares; P. x Mexicali ‘Miniature Bells’, P.
barbatus ‘Rondo’, P. smalli y P. smalli ‘Violet Dusk’. Se removieron los pétalos de flores
abiertas un dia después de la antesis, y la medicion iba desde la parte superior del ovario hasta el
estigma. Los promedios fueron calculados con Excel (Excel 2008 para Mac, Microsoft,
Redmond, WA).

Cronologia en la dehiscencia del polen

Las flores de tres especies de Penstemon: P. barbatus ‘Rondo’, P. xmexicali ‘Miniature Bells’ y
P. smallii, fueron observados por 10 dias consecutivos en el mes de octubre del 2009, para
determinar el momento en que el polen comienza su dehiscencia, el nimero de anteras con
dehiscencia y su duracion entre etapas seleccionadas. Se utilizé una accesion por cultivar, debido
a su disponibilidad en el germoplasma. Las flores utilizadas en este estudio provenian del estudio
de desarrollo floral, dandose una continuidad entre ambos estudios por razones practicas. Sin
embargo, algunos brotes y flores se perdieron en el trascurso del estudio anterior, por lo que la
cantidad de flores con las que se inici6 la cronologia de dehiscencia vario entre especies. En P.
barbatus ‘Rondo’ y P. smallii se utilizaron 10 flores, y en P. x mexicali ‘Miniature Bells’ se
comenz6 con 8 flores. De nuevo, algunas flores se perdieron en este estudio, por lo que los
resultados presentados tiene las siguiente cantidad de repeticiones: 10 repeticiones para P.
barbatus ‘Rondo’, 8 repeticiones para P. smallii y 7 repeticiones para P. x mexicali ‘Miniature
Bells’.

El registro de datos comenzo justo despues que se observara la primera flor abierta (considerada
esta como la hora cero), y después las anteras eran revisadas cada 3 horas para un total de 5
observaciones diarias, de 8 a.m. a 8 p.m. El registro de datos consistidé en contar el nimero de
anteras dehiscentes. Las observaciones cesaron una vez que se observaran las 4 anteras en
dehiscencia. Conforme avanzaba el estudio, se asignaron algunos puntos de referencia que eran

de facil reconocimiento visual y se calcularon los tiempos promedio entre dichos puntos con
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Excel (Excel 2008 para Mac, Microsoft, Redmond, WA)

Se asignaron los siguientes puntos de referencia: 1) Antesis, 2) Primera sefial de dehiscencia
(cuando se observaba por primera vez una o dos anteras en dehiscencia) y 3) Dehiscencia de las
cuatro anteras. La duracién promedio de dos periodos de tiempo, ubicados entre los puntos de
vista previamente mencionados, fueron calculados; a) Tiempo transcurrido entre la antesis hasta
la primera sefial de dehiscencia, y b) Tiempo transcurrido entre la antesis y la dehiscencia de las
cuatro anteras. Las flores escogidas fueron fotografiadas con una camara digital (Cybershot F717,
Sony, Tokio, Japdn) para ilustrar las etapas de dehiscencia del polen. Para facilitar el anlisis de
estos tiempos, y debido a que muchas de las flores abrieron a destiempo y nunca sincronizadas
como es de esperarse, la “hora cero” de todas las flores se alined para hacer una escala de tiempo

homogénea.

Polinizaciones

Se realizaron cuatro sets independientes de polinizaciones entre 6 cultivares de 3 especies de
Penstemon, durante los meses de octubre y noviembre del 2009. Debido a la escasez de flores
maduras, las polinizaciones se distribuyeron en sets, con un cierto tiempo de separacion entre
cada uno, a la espera del desarrollo de nuevas flores. Se realizaron de 3 a 6 polinizaciones por
cruce, dependiendo de la disponibilidad de flores. Las flores fueron emasculadas y embolsadas el
dia previo estimado a la antesis. Las polinizaciones se realizaron el dia siguiente. Las flores
polinizadas fueron embolsadas con sobres de papel cristal (BioQuip Products, Rancho
Dominguez, CA) y las bolsas fueron removidas dos dias despues.

Para la denominacion de un cruce se utilizo el nombre de la especie y cultivar de ambos
parientes, separados entre si por el simbolo de multiplicar “x”. Se coloca en primer lugar (a la
izquierda del lector) el nombre del pariente materno o flor receptora de polen y en segundo lugar

(a la derecha del lector) al pariente paterno o donador de polen.
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Fertilizacion exitosa

Las fertilizaciones exitosas de cada cruce son representadas por el porcentaje de los frutos que
crecieron de forma visiblemente notable, a partir de todas las polinizaciones realizadas. La
formula utilizada fue: Fertilizaciones exitosas = NUmero de frutos con crecimiento / Total de
flores polinizadas x 100. El célculo fue hecho en la cuarta semana de crecimiento de los frutos,
debido a que en estudios preliminares se observo que en este periodo de tiempo era en el que se
daba el maximo crecimiento de los frutos y después de la cuarta semana, el crecimiento cesaba o
disminuia. Por lo tanto, el crecimiento registrado hasta ese momento, se consideré como un buen

punto de referencia para determinar si habia ocurrido fertilizacién o no.

Crecimiento frutal.

Las mediciones en el tamafio de los frutos (ovario) comenzaron el mismo dia que se realizaron
las polinizaciones. El largo y ancho de los frutos fue medido con un medidor electronico
(Craftsman, Hoffman Estates, Illinois). El largo se midid desde la union entre el ovario y el
receptaculo hasta la punta del ovario, justo abajo del lado proximal del estilo. EI ancho se midi6
en la parte mas ancha del fruto u ovario. Las mediciones dejaron de realizarse el mismo dia de la
polinizacion. Debido a que la fecha inicial para cada cruce vario, el periodo total de medicion
también vario para cada set: el set 1 fue medido por 10 semanas, el set durante 8 semanas, el set 3
durante 6 semanas y el set 4 durante 5 semanas. Cada set se analiz6 por separado, y las
diferencias entre los periodos de medicion no se consideraron que afectara los objetivos por

cumplir inicialmente planteados.

Colecta de frutos maduros y observacion de las semillas obtenidas

Los frutos de coloracion cafe uniforme se consideraron maduros, y fueron recolectados y
disecados. Las semillas encontradas serian almacenadas en sobres de papel y refrigeradas a 4° C
(Frigidaire, General Motors, Detroit, MI, USA)
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RESULTADOS

Reqistro del desarrollo floral y construccién de una quia visual

Las flores de P. x mexicali ‘Miniature Bells’ alcanzaron la antesis antes que P. barbatus ‘Rondo’

y P. smalii, en un tiempo promedio de 8,38, 13,5y 12 dias, respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Desarrollo floral de tres cultivares de Penstemon.

Cultivar Tamaiio inicial (cm) Tamario del brote antes de la | Tiempo  para
antesis (cm) alcanzar la

antesis (dias)

Largo Ancho Largo Ancho

P. barbatus ‘Rondo’

(10) 0.70£0.01 | 0.41+0.01 3.21+0.03 0.88+0.01 13.50+0.22

P. smalii (9) 0.60+0.01 | 0.31+0.01 2.96+0.05 0.94+0.02 12.00+0.39

P. X mexicali

0.64+0.03 | 0.38+0,02 2.30+0.03 0.86+0.02 8.38+0.42
‘Miniature Bells’ (8)

+n; Error estdndar. EI nimero en paréntesis representa el nimero de flores observadas.

A pesar de que el dia exacto de la antesis vario entre las flores de la misma planta, la mayoria de
las flores en 2 de las 3 variedades abrieron en un dia especifico. La mayoria de las flores en P. x
mexicali ‘Miniature Bells’ abrieron el dia 8 y la mayoria de P. barbatus ‘Rondo’ abrieron el dia
14. Las mayoria de las flores de P. smallii abrieron en los dias 12 y 14 (Figura 2).

Las flores fotografiadas para la guia visual tienen la morfologia representativa de cada cultivar,

junto con los cambios en color y forma caracteristicos del desarrollo. (Figura 3)
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Figura 2. Numero de flores abiertas en tres cultivares de Penstemon a lo largo del periodo de
observaciéon: ElI nuimero en paréntesis representa la cantidad de flores bajo observacion.

(Elaborado con Microsoft Excel)
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4. Antesis
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Fenologia

Primeros estadios €<= Ultimos estadios

B) P.
smallii

1.Céliz

2.Apertura
del céliz

3.Elongacion
de la corolla

4. Antesis
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Cultivar Etapa de Fenologia
desarrollo

Primeros estadios €<= Ultimos estadios

C)P.x 1.Caliz
mexicali
‘Miniature
Bells’

2.Apertura
del céliz

3.Elongacion
de la corola

4. Antesis

Figura 3. Flores y brotes de tres species de Penstemon en diversos estados del desarrollo floral. A) P. barbatus ‘Rondo’, B) P. smallii y

C) P. x mexicali ‘Miniature Bells’.



Longitud de estilos

El largo de los estilos fue muy similar en todos los cultivares excepto en P. smalii ‘Violet Dusk’,

el cual fue el més corto de todos (Tabla 5)

Tabla 5. Largo de los estilos de 4 cultivares de Penstemon.

Cultivar Largo (mm)
P. barbatus ‘Rondo’ (10) 20.3+0.01
P. smalii (10) 18.5+0.01
P. x mexicali ‘Miniature Bells’ (10) 17.5+0.02
P. smalii ‘Violet Dusk’ (10) 13.0+0.02

El nimero en paréntesis representa el nimero de estilos medidos. + Error estandar.

Cronologia en la dehiscencia del polen

Con respecto a la primera sefial de dehiscencia de polen, P. smalii mostro la dehiscencia mas
precoz, mientras P. x mexicali ‘Miniature Bells’ la més tardia, teniendo P. barbatus ‘Rondo’ una
duracion intermedia. Interesantemente algunas anteras en P. smalii tuvieron dehiscencia incluso
antes de que se abriera la flor. El tiempo transcurrido entre la antesis hasta la dehiscencia de las
cuatro anteras mostrd el mismo patron; el menor tiempo en P. smallii, el mayor periodo en P.

xmexicali ‘Miniature Bells’ y P. barbatus ‘Rondo’ tuvo una duracion intermedia (Tabla 6).
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Tabla 6. Cronologia de dehiscencia del polen en 3 cultivares de Penstemon.

Especies Tiempo transcurrido desde | Tiempo transcurrido desde
la antesis hasta el primer|la antesis hasta la
signo  de  dehiscencia | dehiscencia de las 4 anteras
(horas) (horas)

P. xmexicali ‘Miniature | 37.2945.96 95.14+4.07

Bells’(7)

P. barbatus ‘Rondo’ (10) 15.90+2.05 32.70+3.96

P. smalii (8) 4.50+1.88 26.25+2.10

Los numeros en paréntesis representan el numero de flores observadas. El primer signo de dehiscencia fue

considerado cuando se observaba por primera vez una o dos anteras dehiscentes. + Error estandar.

Las anteras de P. xmexicali ‘Miniature Bells’ tienen una color morado claro antes de la

dehiscencia y se tornan negras tras la descarga del polen. Las anteras de P. barbatus ‘Rondo’

cambian de un color blanco a un morado grisaceo con un borde blanco (lugar donde se localiza la

linea de dehiscencia). P. smalii posee anteras morado oscuro que se vuelven negras tras la

dehiscencia (Figura 4).
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Especies Anteras sin abrir Dos anteras en dehiscencia Cuatro anteras en dehiscencia

P. smalii

P. barbatus
‘Rondo’

P. x mexicali
‘Miniature
Bells’

Figura 4. Proceso de dehiscencia en las anteras de tres species de Penstemon. Las flechas (¥) sefialan las anteras en dehiscencia.
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Fertilizacion exitosa

Se designaron como cruces de fertilizacion exitosa a aquellos donde se observé un notable
crecimiento en sus frutos, sin corroborarse si sus semillas eran viables o no, ya que en el

momento de finalizar este estudio no se pudieron analizar las semillas engendradas.

Se encontro éxito unilateral en los cruces del Set 1, pero solamente donde se utiliz6 a P. x
mexicali ‘Sunburst Ruby’ como flor hembra. No se observé crecimiento frutal en sus cruces

reciprocos.

Los cruces intraespecificos del Set 2 presentaron éxito bilateral en ambas direcciones del cruce

reciproco.

En el Set 3, solo se observo crecimiento frutal en el cruce P. barbatus 'Navigator' x P. smallii.
Sin embargo, el polen extraido de los cultivares de P. barbatus era escazo y presentaba un color
amarillento, sugiriendo polen de mala calidad. Ademas, las flores de donde se extrajo el polen se
encontraban en estado de senescencia. Al contrario, fue posible obtener polen fresco de los
estambres de P. smallii. El cruce intraespecifico P. smallii x P. smallii 'Violet Dusk' no presento

crecimiento en sus frutos.

A pesar de que la mayoria de los cruces interespecificos donde intervino P. smallii como flor
femenina fallaron, en el Set 4 crecié un fruto producto del cruce P. smallii 'Violet Dusk' x P.
xmexicali ‘Sunburst Amethyst’. Como era de esperarse, las autopolinizaciones en P. smallii
'Violet Dusk' presentaron un éxito de polinizacion del 100%. Por otro lado, las auto
polinizaciones de P. smallii no resultaron en ningin crecimiento frutal, pero se observé dafio en
los ovarios durante etapas tempranas de su desarrollo, probablemente causado durante las

mediciones.

El numero de set, fecha de la polinizacion, el cruce realizado, tipo de cruce, cantidad de

polinizaciones realizadas, y porcentaje de fertilizaciones exitosas se muestran en el Tabla 7.

El éxito en el crecimiento frutal de algunos cruces, en especial del Set 3 y 4, fueron afectados por

otros factores que seran abordados en la discusion.
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Tabla 7. Numero de set, fecha de polinizacién, cruce realizado, tipo de cruce, cantidad de polinizaciones realizadas y porcentaje de

fertilizaciones exitosas.

Set Fecha de Pariente Pariente paterno Cantidad de Cantidad de Fertilizacio- Tipo de
polini- materno polinizaciones frutos en nes exitosas cruce
zacion crecimiento (%)

P. xmexicali | P. barbatus ‘Rondo’ 4 4 100
‘Sunburst
Ruby’
P.  barbatus | P. xmexicali | 6 0 0
8 de | . ) ‘ )
Rondo Sunburst Ruby Interespeci-
Set1 octubre, _
2009 P. xmexicali | P. smalii 3 3 100 fico
‘Sunburst
Ruby’
P. smalii P. xmexicali | 5 0 0
‘Sunburst Ruby’
Set 2 10 de | P- xmexicali | P. xmexicali | 3 3 100 Intraespeci-
octubre, ‘Sunburst ‘Sunburst Amethyst’ fico
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2009 Ruby’
P. xmexicali | P. xmexicali 100
‘Sunburst ‘Sunburst Ruby’
Amethyst’
P. barbatus | P. smallii 100
‘Navigator Interespeci-
P. smallii P. barbatus 0 fico
4 de ‘Navigator'
Set 3 noviem-
bre, 2009. P. smallii P. smallii 'Violet 0
Dusk Intraespeci-
P.  barbatus | P. barbatus ‘Rondo’ 0 fico
‘Navigator'
P. smallii | Autopolinizacion 100
11 de | 'Violet Dusk’ Autopolini-
Set 4 noviem- _ _ zacion
P. smallii Autopolinizacion 0
bre, 2009
P. smallii | P. xmexicali 20 Interespeci-
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‘Violet Dusk'’ ‘Sunburst Amethyst’
P. smallii P. xmexicali
‘Sunburst Amethyst’

fico
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Crecimiento frutal

Solamente son presentados los frutos que mostraron crecimiento y permanecieron intactos hasta
el final de este estudio. Aquellos frutos que crecieron pero fueron perdidos en etapas iniciales
fueron excluidos. En el Set 1, como se menciono6 previamente, solo se observo crecimiento frutal
en los cruces donde se utilizd P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ como flor femenina. Sin embargo, al
ser comparados los frutos del cruce P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ x P. barbatus ‘Rondo’,
obtuvieron un crecimiento mayor aquellos que tenian a P. smalii como flor paterna o donador de
polen. En la semana 9, se observd que uno de los frutos del cruce P. x mexicali ‘Sunburst Ruby’
x P. barbatus ‘Rondo’ mostr6 una coloracion café y una reduccion en su tamafo, aparentemente
alcanzando la madurez (Figura 5). Dicho fruto fue cosechado y las observaciones al respecto son

mencionadas mas adelante.

50



0,80 l -
—&—P. mexicali

0,70 'Sunburst Ruby'
£ 060 x P.smalii (2)
L 0,50
3 040 - A4 : 9
'§° 0,30 —@—P. mexicali
= 0,20 'Sunburst Ruby'

0,10 x P. barbatus

0,00 T T T T T T T T T 1 'ROI’]dO{Z}

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Semana A)
0,45

—#— P. mexicali
0,40 #.:.% ‘Sunburst Ruby'
0,35 T

x P.smalii (2)

E 0,30 -
= 0,25
2 020 | g W
e 0’15 —fll— P. mexicali
< 0’10 ‘Sunburst Ruby'

0’05 x P. barbatus

’ 'Rondo (2)

0,00 T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 G 7 8 9 10
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Figura 5. Crecimiento promedio de los frutos obtenidos en los cruces del Set 1. A) Longitud. B)
Ancho. El nimero en paréntesis representa el nimero de repeticiones para ese cruce. Las flechas
muestran el momento en el que se recolecto un fruto maduro del cruce P. xmexicali ‘Sunburst
Ruby’ x P. barbatus ‘Rondo’. Debido a que este fruto se colecto en la novena semana, la linea de
crecimiento frutal del gréfico se detiene ahi, ya que solo quedaba una repeticion g no podia ser
promediada. Cada punto representa el promedio para esa semana, con las barras de error

mostrando el (z) error estandar. (Elaborado con Microsoft Excel)
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En el Set 2, se observo crecimiento en ambos cruces reciprocos. Sin embargo, cuando se utilizo
P. x mexicali ‘Sunburst Ruby’ como flor femenina registré6 mayor crecimiento que cuando se
utilizé P. x mexicali ‘Sunburst Amethyst” como flor femenina. Esta diferencia se observa mejor

en el grosor que en la longitud de los frutos (Figura 6).

0,90 —4—P. mexicali
0,80 T 'Sunburst
0,70 Amethyst'x P.
E 0,60 mexicali
:g' 0,50 ‘Sunburst Ruby'
2 0,40 %i b (2)
an =
§ 0,30
—
0,20
0,10
0,00 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 & A)
Semana
0,50 p icali
0.45 _._. . mexicali
T T T T Sunburst
0,40 Amethyst'x P
035 me T-S xP.
50’30 | In;em;:m .
S 0,25 unburst Ruby
c ’
< 0,15 -
0,10
0,05
0,00 T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 & B)
Semana

Figura 6. Crecimiento promedio de los frutos obtenidos en los cruces del Set 2. A) Longitud. B)
Ancho. El nUmero en parentesis representa el nimero de repeticiones para ese cruce. Cada punto
representa el promedio para esa semana, con las barras de error mostrando el (+) error estandar.

(Elaborado con Microsoft Excel)

En el Set 3, se registro un leve crecimiento de los frutos, en comparacion con el crecimiento de

sets anteriores (Figura 7)
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Figura 7. Crecimiento promedio de los frutos obtenidos en los cruces del Set 3. A) Longitud. B)
Ancho. EIl nUmero en paréntesis representa el nimero de repeticiones para ese cruce. Cada punto
representa el promedio para esa semana, con las barras de error mostrando el (+) error estandar.

(Elaborado con Microsoft Excel)

Como era esperado, el crecimiento frutal fue visiblemente notorio en las autopolinizaciones de
'Violet Dusk'. Se registré el crecimiento substancial de un fruto en el cruce P. smallii "Violet
Dusk' x P. Xmexicali ‘Sunburst Amethyst’. El ritmo y el crecimiento de este fruto fue muy

similar al promedio de crecimiento en los frutos autopolinizados en ‘Violet Dusk’ (Figura 8).

53



0,55
0.45 'Violet Dusk'
__ 040 1 1 SM(3)
g 0,35 //l
Y 0,30 /
£ 025 /
S 0,20 T
< == P. smalii
o1 | =
0’05 P. mexicali
0,00 | | ‘Sunburst
1 ) 3 Amethyst' (1)
Semana Al
0,70 == P. smalii
0.60 "Violet Dusk'
! SM (3}
£ 050 I
(&)
= 0,40
o == P. smalii
= 0,30 [
® "Violet Dusk' x
S 020 P. mexicali
0,10 '‘Sunburst
0,00 : : Amethyst' (1)
1 2 3
B)
Semana

Figura 8. Crecimiento promedio de los frutos obtenidos en los cruces del Set 4. A) Longitud. B)

Ancho. El namero en paréntesis representa el nimero de repeticiones para ese cruce. Cada punto

representa el promedio para esa semana, con las barras de error mostrando el (+) error estandar.

(Elaborado con Microsoft Excel)
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Colecta de frutos maduros y observacion de las semillas obtenidas

Las Unicas semillas tentativas que se pudieron recolectar antes de la finalizacion de este estudio
fueron obtenidas del cruce P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ x P. barbatus ‘Rondo’ (Figura 9, A).
Ya que solo fue posible recolectar un fruto, las semillas no fueron contadas ni pesadas. No se
recolectaron mas frutos ni semillas debido a que estos aln se encontraban en maduracion tras la
finalizacion del presente trabajo. Sin embargo, se pudo hacer una interesante comparacion visual
entre estas semillas y algunas semillas obtenidas en estudios preliminares. Esto fue hecho con el
objetivo de ilustrar y apoyar hipotesis que podrian explicar los resultados obtenidos hasta la
finalizacion de este trabajo, y no para obtener conclusiones experimentales a partir de dicha
comparacion. Por la misma razon, la metodologia de estos estudios preliminares no es mostrada,

a pesar de que fuera muy similar a la del estudio actual.

Notese como las semillas tentativas (Figura 9, A) son visualmente similares a las obtenidas de un
cruce preliminar, P. barbatus ‘Navigator’ x P. smallii 'Violet Dusk' (Figura 9, C.2), y como estas
dos difieren en apariencia a semillas provenientes de flores sin manipular (probablemente
autopolinizadas o fertilizadas por polinizacion cruzada) de P. barbatus ‘Navigator’ (Figura 9,
C.1). Ademas, a pesar de que las semillas obtenidas en el presente estudio (Figura 9, A) no
poseen escala, su tamafio es visiblemente menor en comparacion con semillas provenientes de
flores no manipuladas de P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ (mismo pariente materno en ambos
casos) (Fig. 9, B)
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Figura 9. Comparacion entre semillas obtenidas del estudio actual (A) y cruces preliminares (B,
C); A) Semillas tentativas obtenidas del cruce P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ x P. barbatus
‘Rondo’, B) Semillas de flores no manipuladas de P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’, C.1) Semillas
de flores no manipuladas de P. barbatus ‘Navigator’, C.2) Semillas tentativas del cruce P.
barbatus ‘Navigator’ x P. smallii "Violet Dusk'.
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DISCUSION

Registro del desarrollo floral y construccion de una quia visual

El registro fotografico del desarrollo floral presente en la guia visual puede utilizarse como una
herramienta bésica para relacionar el tamafio y apariencia de la flor con la etapa de desarrollo de
la misma flor, pudiéndose hacer una aproximacion rapida de la cantidad de tiempo necesaria para

alcanzar la antesis.

Las tres especies analizadas de Penstemon tuvieron distinta duracién para alcanzar la antesis.
Casos similares han sido reportados para siete especies del género Nolana (Douglas, 2007), lirios
hibridos (Grassotti y Torrini 1990, Ohkawa et al 1990) y dos subespecies de Clarkia xantiana
(Mazer et al 2004).

El fendmeno de apertura floral se encuentra “programado” por la planta para exponerse a los
polinizadores mas aptos, por lo que las flores pueden mostrar un control preciso del tiempo de
apertura, dehiscencia, receptividad del estigma, usualmente en respuesta también a factores

ambientales como luz, temperatura y humedad relativa (Reid 2005).

Los factores ambientales no fueron objeto de estudio en el presente trabajo, ya que las plantas se
mantuvieron bajo las mismas condiciones de invernadero. Por lo tanto, adaptaciones evolutivas y
diferencias genéticas entre las tres especies pudieron haber sido los causantes de las diferencias
temporales en la apertura floral. La morfologia floral de las tres especies estudiada sugiere una
preferencia a distintos polinizadores. Algunos datos experimentales mostraron que la corola de P.
barbatus tiene mayor longitud que la de P. smallii y ‘Miniature Bells’, a la vez es mas angosta
que la de P. smallii (en el momento de antesis). En Penstemon, las adaptaciones evolutivas en la
morfologia de la flor han categorizado las especies segun su tipo de polinizador: colibries o
insectos himendpteros. Se dice que las flores polinizadas por colibries tienden a ser rojas, son
angostas, inclinadas, sin lobulos inferiores con funcion de “plataforma de aterrizaje” y con
grandes cantidades de néctar diluido. Por otro lado, las flores polinizadas por abejas son amarillas
0 azules, poseen lobulos adecuados para que los insectos puedan escalar, con posicion horizontal

o levemente hacia arriba, con “plataformas de aterrizaje” y poseen néctar concentrado (Wilson et
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al 2004). P. barbatus ha sido reportado como una especie tipicamente polinizado por colibries
(Lange et al 2000) mientras que ‘Miniature Bells’ y P. smallii poseen algunos sintomas propias
de las flores polinizadas por abejas. Estas adaptaciones evolutivas implican divergencias
genéticas que probablemente provocan respuestas (en este caso, la respuesta es la apertura floral)
a factores ambientales en diferentes tiempos para cada especie (Van Doorn y Van Meeteren 2003,
Levin 2003). Finalmente, y coincidiendo con los resultados obtenidos, P. barbatus ha mostrado
flores con mayor longevidad o permanencia en la planta en comparacion con otras especies de

Penstemon. (Lange et al 2000).

Cronologia en la dehiscencia del polen

La dehiscencia del polen estd cercanamente relacionada con la apertura floral, siendo todo parte
integral del proceso reproductivo en conjunto con la receptividad sexual del estigma y la
senescencia floral (Reid 2005). Por lo tanto, la discusion en cuanto a las diferencias en apertura
floral de las tres especies de Penstemon, puede aplicar también a las diferencias encontradas en
tiempos de dehiscencia; adaptaciones evolutivas, diferencias genotipicas y factores ambientales
(Van Doorn y Van Meeteren 2003, Lange et al 2000, Levin 2003)

Diferencias en los tiempos de dehiscencia han sido reportadas ampliamente en otras especies de
Penstemon (Clements et al 1999, Tepedino et al 1999, Tepedino et al 2006, Lara y Ornelas
2008). La cronologia en la dehiscencia y la longevidad (vida util) del polen pueden afectar
directamente el éxito de una polinizacion. Se conoce que la viabilidad del polen disminuye,
algunas veces rapidamente, con el tiempo y la exposicion a condiciones ambientales
desfavorables. Debido al potencial impacto de factores no genéticas en la habilidad del polen de
fertilizar 6vulos, los investigadores que realizan polinizaciones manuales intentan controlar la
frescura o viabilidad del polen utilizado. Se podria pensar que los granos de polen permanecen
viables por el tiempo suficiente para descartar pérdida por dicha causa. Sin embargo, se ha
podido demostrar lo contrario. Ha sido sugerido que algunas condiciones ambientales

probablemente limitan la vida Util del polen a pocos dias o incluso horas (Stone et al, 1995).
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La longevidad del polen (en condiciones naturales, sin ser sometido a tratamientos de
conservacion como refrigeracion) varia enormemente entre especies, desde un tiempo
extremadamente de 4 minutos en Oryza sativa hasta 51 dias en Dactylorhiza purpurella
(Orchideaceae) (Dafni y Firmage 2000). Adicionalmente, Thomson et al (1994) encontr6 que en
Erythronium grandiflorum (Liliaceae), la viabilidad del polen tuvo distintos resultados
dependiendo del método con el que se analiz0; utilizando tincién fluorocromética la viabilidad
del polen disminuyé drasticamente con la edad, la germinacion in vitro también decliné con la
edad, pero de manera menos drastica y la produccion de semilla no se vio afectado con la edad

del polen utilizado.

No se encontro literatura referente a la longevidad del polen en Penstemon y por lo tanto, no se
conoce por cuanto tiempo el polen permanece viable en condiciones de campo o invernadero.
Resultaria interesante combinar un estudio de longevidad del polen con la cronologia presentada,
para estimar si es necesario recolectar polen o utilizar el mismo antes de ciertos periodos criticos

de tiempo, para evitar la posibilidad de utilizar polen inviable en polinizaciones.

Fertilizacion exitosa

Set 1 v Set 3: Exito unilateral en tres cruces reciprocos

Tres de los cruces realizados tuvieron altos porcentajes de fertilizacion exitosa en una sola
direccion. Dos de ellos pertenecian al Set 1 (P. x mexicali ‘Sunburst Ruby’ x P. barbatus
‘Rondo’ y P. x mexicali ‘Sunburst Ruby’ x P. smallii) y uno al Set 3 (P. barbatus ‘Navigator’ x
P. smallii). No se obtuvo ningun crecimiento frutal en los cruces reciprocos de los antes
mencionados (Set 1: P. barbatus ‘Rondo’ x P. Xmexicali ‘Sunburst Ruby’ y P. smallii x P.
xmexicali ‘Sunburst Ruby’. Para el cruce reciproco P. smallii x P. barbatus ‘Navigator’ del Set 3
se cree hubo otro factor que afecté el éxito en la fertilizacion y sera discutido mas adelante; la no
disponibilidad de polen fresco. No se realizaron estudios para determinar la causa especifica de
dicha fallo ni tampoco en la etapa que pudo haber ocurrido. Sin embargo, se ha reportado que la
fertilizacion es indispensable para la iniciacion del fruto y su desarrollo sostenido (Gillaspy et al
1993). Por lo tanto, se puede deducir que en los tres cruces fallidos previamente mencionados no
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ocurrid la fertilizacion de los dvulos, esto demostrado por la ausencia de desarrollo o crecimiento

de los frutos. Con base a esto, se proponen y discuten los méas probables mecanismos pre-

cigoticos que pudieron haber sido las barreras reproductivas para estos cruces fallidos:

1.

Polen inviable: Polen con poca viabilidad o inviable del todo, proveniente de las flores
masculinas pudieron haber su germinacién en el estigma tras realizarse la polinizaciéon. A
pesar de que esta no es considerada una hipétesis fuerte, ya que el polen utilizado es
relativamente fresco (usado inmediatamente después de la colecta), la longevidad y
sobrevivencia del polen en Penstemon son desconocidos. Se recomiendan pruebas de
viabilidad y longevidad del polen, y germinabilidad in vitro/in vivo para asegurar las

polinizaciones méas dptimas.

Incongruencia: Una vez que polen saludable ha alcanzado el estigma, la incapacidad de este
para adherirse a la superficie estigmatica es otra barrera precigética comun. Esta barrera es
explicada adecuadamente con el concepto de incongruencia. La incongruencia se define como
un rechazo pasivo, produciendo la detencion del crecimiento del tubo polinico, causado
probablemente por la inhabilidad del polen para utilizar los nutrientes del estilo, o la ausencia
de estos para su correcto desarrollo. También podria haber una falta de enzimas adecuadas en
el tubo polinico. Los sintomas de la incongruencia son similar a aquellos causados por la
auto-incompatibilidad; falta de germinacion del polen en el estigma y falta de penetracion del
polen en el tracto de transmision del estilo (Vervaeke et al 2001). A pesar de su similitud, la
auto-incompatibilidad es un sistema de rechazo activo, donde las interacciones iniciales entre
el polen y el estigma inician una cascada de sefiales fisiologicas que reducen la hidratacién
del polen, impiden al germinacion del tubo polinico y finalmente llevan al auto-rechazo del
polen (Swanson et al 2004). Un rechazo pasivo del polen y del crecimiento del tubo polinico

podrian ser causas que afectaron la cruza entre las especies de Penstemon.
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3.

Longitud de estilos: EI cultivar con el estilo més pequefio, P. smalii ‘Violet Dusk’, actud
como pariente paterno en un cruce, donde el pariente materno (P. smalii) poseia un estilo de
mayor tamafo. El largo del estilo puede considerarse como causante de una hibridizacion
fallida. Cruces donde se utilizan especies de estilo corto como flor femenina y polen
proveniente de especies de estilo largo podrian ser exitosos, pero sus cruces reciprocos
podrian no serlo. Esto fue demostrado en géneros como Vigna, Lycopersicon y Leucaena. La
incapacidad de la especie masculina con el estilo corto para alcanzar el ovario con estilo largo
esta relacionada a la inhabilidad intrinseca del tubo polinico para crecer mas alla del largo de
sus propios pistilos (Vervaeke et al 2001). Como coincidencia, el cruce P. smalii x P. smalii
‘Violet Dusk’ no produjo fruto alguno. Sin embargo, Se necesita un estudio con significancia
estadistica para confirmar este fallo, y como se sefiala méas a adelante, hubo otros factores que
pudieron haber intervenido en el éxito de fertilizacion. Adicionalmente, la diferencia en los
largos de los estilos entre los parientes pueden no ser importantes, ya que ellos mismos tienen
estrategias para superar dichas diferencias de tamafio. Por ejemplo, cuando polen de
Rhododendron con pistilos cortos es colocado sobre pistilos mucho maés largos, sus tubos
polinicos son capaces de crecer de 1.5 a 2 veces el largo de su propio pistilo, pero no pueden
alcanzar ovarios mas alla de esa distancia. Los tubos polinicos pueden crecer hasta cierta
distancia usando las reservas almacenadas en los granos del polen, pero necesitan

adicionalmente algunos nutrientes para alcanzar el polen (Vervaeke et al 2001).

El éxito unilateral de crecimiento frutal en cruces artificiales ha sido reportado previamente en

Penstemon (Mackaness 1959, Chari y Wilson 2001). Se ha reportado también que en cruces

interespecificos de otras especies como Aechmea (Bromeliaceae) se producen pocos hibridos en

una direccion y ninguno en la direccion reciproca. Un importante desbalance genémico o

anormalidades cromosomicas son propuestos como posibles causas (Vervaeke et al 2001)
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P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’: una posible especie intermediaria.

Interesantemente, los cruces que desarrollaron frutos tras la polinizacion en el Set 1 tuvieron un
pariente materno en comun: el hibrido P. Xmexicali ‘Sunburst Ruby’. A pesar de que es
prematuro hacer la afirmacion y es necesario mas pruebas para corroborarlo, se podria hipotetizar
que "Sunburst Ruby’ tiene caracteristicas genéticas favorables para ser denominada una especie
intermediaria. Estas especies son mas receptivas a cruzarse interespecificamente y son utilizados
cuando un cruzamiento directo entre cultivares no es exitoso (Hayes et al 2005). El cruce con
intermediarias es utilizado comunmente como una técnica de cruzamiento indirecto entre dos
especies, generalmente de diferente ploidia (Acquaah 2007). Las especies intermediarias son
utilizadas también en cruces de igual ploidia y en Penstemon ha sido reportado el caso de su uso
en la formacion de nuevos hibridos, como el caso de los hibridos ‘Fate’ y ‘Seeba’, los cuales
fueron cruzados con diversas especies y han producido semilla viable. Sin embargo, fue el
descubrimiento fortuito de el hibrido natural P. ‘Flathead Lake’ el que le dio un impulso a los
programas de mejoramiento genético de Penstemon. El hibrido ‘Flathead Lake’ no poseia
caracteres de interés ornamental, pero era capaz de cruzarse con casi cada una de las secciones
del género, siendo una especie intermediaria de gran importancia (Viehmeyer 1958, Mackaness
1959, Way y James 1998).

Set 2

Se encontrd un alto porcentaje de frutos en crecimiento en ambos cruces reciprocos entre P.
Xmexicali ‘Sunburst Ruby’ y P. Xmexicali ‘Sunburst Ruby’. Esto era de esperarse, ya que en
especies auto-compatibles el mejor desempefio reproductivo se da entre individuos genéticamente
mas similares, contrario a lo que ocurre en especies de reproduccién por polinizacion cruzada
(Willi yvan Buskirk 2005). Cruces intraespecificos (o conespecificos) en Penstemon han sido
reportados como mas (Chari y Wilson 2001) o igualmente exitosos (Kimball et al 2008) que los
cruces interespecificos. En el género Brassica, el polen intraespecifico producia progenies con

mejor desemperfio que los hibridos producidos con polen foraneo (Hauser et al 1997).
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Set4

Solo un fruto fue obtenido del cruce P. smalii 'Violet Dusk' X P. xmexicali ‘Sunburst Amethyst’.
Esto es considerado normal en las hibridizaciones interespecificas. En muchas especies, incluso
aquellas pertenecientes a la misma seccion, el aislamiento genético parece estar tan bien
desarrollado como para hacer el intercambio génico raro o imposible en cruzamientos naturales o
artificiales. Sin embargo, ese aislamiento entre y dentro de las especies no siempre es del todo
completo y ocasionalmente pueden producirse algunos hibridos fértiles (Viehnmeyer 1958).
Basado en esto, cruzamientos a gran escala son recomendados si se descubre que la frecuencia de
polinizaciones exitosas es muy baja, para obtener al menos un numero limitado de semillas.
También el uso de flores femeninas estériles que eviten la emasculacién masiva y métodos de
polinizacion eficiente podrian ayudar a incrementar el nimero de polinizaciones exitosas (Fehr
1991).

Factores adicionales que afectaron el desempefio de los cruces

Algunos factores externos afectaron la polinizacion, el crecimiento frutal y por ende, el éxito de
los cruces. Los ovarios de las flores femeninas usadas en tres cruces (P. smalii x P. smalii ‘Violet
Dusk’ del Set 3, y las auto-polinizaciones de P. smalii y P. smalii x P. xmexicali ‘Sunburst
Amethyst’ del Set 4) estaban visiblemente dafiadas probablemente durante las mediciones de
tamafio. Se evidencid cierta necrosis y perforaciones el pericarpo de los frutos.

No fue posible la obtencidn de polen fresco de los parientes paternos en los cruces P. barbatus
‘Navigator’ x P. barbatus ‘Rondo’ y P. smalii x P. barbatus ‘Navigator’ (Set 3). Las Unicas
anteras dehiscentes encontradas en los cultivares de P. barbatus provenian de flores senescentes
y el polen tenia apariencia amarillosa. Adicionalmente a lo previamente discutido con respecto a
la longevidad y “vida 1til” del polen, debe agregarse que las polinizaciones de baja calidad (en
este caso, causadas por polen no fresco) provocan una menor cantidad de frutos y éstos de

tamano inferior o aborto del embridn (Gillaspy et al 1993).
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Crecimiento frutal

Setl

Un crecimiento notable fue observado solamente en frutos de los cruces donde se usé P.
xmexicali ‘Sunburst Ruby’ como pariente materno. En estos cruces, los frutos que poseian a P.
smalii como pariente paterno crecieron menos en comparacion a los que tuvieron a P. barbatus
‘Rondo’. Esta diferencia coincide con el hecho que las semillas de P. smalii son visualmente méas
pequefias que las de P. barbatus ‘Rondo’. Diferencias de masa o cantidad de semillas entre los
frutos es muy posible, pero tales observaciones deben de corroborarse en un analisis de semillas
mas detallado. Podria decirse que el tamafio de los frutos en ambos cruces del Set 1 fue
influenciado por el donador de polen, ya que ambos tuvieron el mismo pariente materno. Las
diferencias en el tamafio de las semillas puede ser influenciado genéticamente por diferentes
donadores de polen (Andersson 1990) y la identidad especifica del pariente paterno tiene efectos

altamente significativos en la progenie (Andersson et al 2008).

Se encontrd efecto paterno en la germinacion de las semillas, al cambiar los donadores de polen
en cruces interespecificos de Silene (Caryophyllaceae), influenciado probablemente por factores
citoplasmaticos heredados del pariente paterno o por el silenciamiento de genes maternos
(Andersson et al 2008). La variacion del pariente paterno afect6 el tamafio de la semilla en Crepis

tectorum (Asteraceae) (Andersson 1990) y Phaseolus vulgaris (Fabaceae) (Nakamura 1986).
Set 2

Los frutos obtenidos de los cruces intraespecificos entre los cultivares de P. mexicali tuvieron un
tamafio mayor en la direccion P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ x P. xmexicali ‘Sunburst Amethyst’.
Diferencias en el tamafio de las semillas es posible en especies o cultivares genéticamente
cercanos (ver Nakamura 1986). Utilizar pruebas control con auto-polinizaciones y un adecuado
analisis estadistico es necesario para determinar si el tamafio frutal y la cantidad y peso de las
semillas en estos cruces, fue influenciado por el pariente materno o el paterno (Kimball et al
2008).
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Set 3

Se registré un crecimiento discreto en los frutos del cruce P. barbatus ‘Navigator’ x P. smalii.
Sin embargo, ya que no fue posible registrar el crecimiento frutal de otro cruce del mismo set, no

se pudo realizar comparacion alguna.

Set 4

Se encontré que los frutos auto-polinizados de P. smalii “Violet Dusk’ tuvieron una tendencia de
crecimiento similar a la del Gnico fruto obtenido del cruce P. smalii ‘Violet Dusk’ x P. xmexiali
‘Sunburst Amethyst’, sugiriendo que al menos las semillas de este fruto son similares en masa
y/o numero a los del cruce, y aparentemente posee un desarrollo normal del endospermo. Kimball
et al (2008) reportd que en cruces interespecificos de Penstemon davidsonii y P. newberryi se
produjeron igual cantidad de semillas que en cruce intraespecificos. Sin embargo, ya que solo se
obtuvo un fruto en el cruce antes mencionado, es muy probable la presencia de fuertes barreras

pre- 0 post-cigoticas que producen esta frecuencia tan baja de hibridizacion.

Se encontré muy poca literatura acerca del tamafio de frutos y semillas en Penstemon, razén por

la cual se deberian realizar experimentos futuros para satisfacer esta necesidad.

Colecta de frutos maduros y observacion de las semillas obtenidas

Las posibles semillas obtenidas del cruce P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ x P. barbatus ‘Rondo’
no fueron sometidas a pruebas de germinacion debido a la falta de tiempo. Ademas, no pudieron
ser comparadas con otras semillas, ya que al finalizar el presente estudio, no habia més frutos
maduros. Sin embargo, se realiz6 una comparacion demostrativa con semillas (o0 posibles
semillas) de estudios preliminares, lo cual podria ayudar a establecer hipétesis de acuerdo a los
resultados obtenidos. Las semillas del presente estudio eran visiblemente méas pequefias que las
semillas provenientes de flores sin manipular de P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ (mismo pariente

materno).
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Los frutos maduros, que poseen el mismo tamafio al 6vulo en los estadios tempranos de la flor,
no fueron fertilizados, y aquellos frutos que son mayores a este tamafio pero menores a un fruto
desarrollado completamente, tuvieron un aborto embrionario —se conocen como semillas
abortadas o vacias. Ademas, se ha reportado que dvulos no fertilizados de Epilobium obcordatum
(Onagraceae) podrian crecer y alcanzar el mismo tamafio de las semillas normales, en frutos

donde ambos estén presentes (Seavey et al 2000).

La aparicion de frutos partenocarpicos podria descartarse, ya que no han sido reportados en
Pentsemon. De la misma manera, podria asegurarse que ocurrié fertilizacién en los frutos
colectados, es decir, no hubo barreras pre-cigéticas, ya que, como se menciond previamente, la
fertilizacion es indispensable para la iniciacion del fruto y su desarrollo sostenido (Gillaspy et al
1993). Esto se da porque la fertilizacién produce un rapido incremento de la sintesis de hormonas
en el ovulo y semilla. Presuntamente, estas hormonas se difunden en los alrededores del
pericarpo, donde estimulan la division y expansion celular. La abscision de un fruto no
desarrollado después de la antesis en principalmente provocada por la falta de fertilizacion, y por
lo tanto, desarrollo de la semilla (Bangerth 2004, Cox y Swain 2006). Los eventos post-
fertilizacion del presente estudio son ain desconocidos, pero basandose en que: a) la fertilizacion
de las células huevo y central ocurrié definitivamente, ya que es indispensable para que haya
crecimiento frutal, b) la partenocarpia se excluye en Penstemon, c) pudieron haberse generado
barreras de compatibilidad en cualquier etapa post-fertilizacion, y d) las semillas obtenidas
parecian subdesarrolladas, o al menos, visiblemente mas pequefias que semillas normales
obtenidas de flores sin manipular del mismo pariente materno. Con estos hechos podria
proponerse la siguiente hipotesis: las semillas obtenidas del cruce P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’
x P. barbatus ‘Rondo’ han abortado sus embriones, o son una mezcla de semillas con embrién
abortivo y dvulos sin fertilizar, los cuales no son distinguibles unos de otros. Es muy probable
que las semillas de los frutos restantes, no recolectados por encontrarse en estado inmaduro, se
encuentren en la misma condicion, y al colectarse y extraerse su semilla, estas seran inviables. La
fertilizacion estimulé el crecimiento frutal, pero varias posibles barreras post-cigéticas pudieron

haber provocado la muerte del embrion. La etapa exacta del fallo del cruce no fue identificada,
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pero seria una investigacion interesante a futuro. Entre las barreras post-cigéticas mas probables

en haber causado la muerte embrionaria de los frutos en los cruces designados como exitosos son:

1.

Interacciones génicas adversas: Si el polen ha germinado correctamente y el tubo polinico ha
alcanzado vy fertilizado el 6vulo se hipotetiza que los frutos sin desarrollarse fueron afectados
por una negativa interaccion de genes entre las especies (Bushell et al 2003), por ejemplo una
discordancia gendémica causada por genes deletéreos 0 eliminacién cromosémica
(aneuploidismo) (Brar 2004). El reordenamiento de cromosomas es una fuente bien conocida
de disminucion en el desempefio de un hibrido. Plantas heterocigotas con inversiones para- o
peri-céntricas, fusiones tdndem o céntricas, o traslocaciones reciprocas pueden producir
gametos aneuploides inviables (Fishman y Willis 2001). Esto podria provocar aborto
embrionario en etapas muy tempranas, como sucede en frutos estenospermocarpicos, donde
las semillas son pequefias y con trazas de embrion en su interior (Janick 2005, Ostergaard
2009).

Diferencias en la ploidia: Cruces entre individuos que poseen diferente nimero de
cromosomas, conocidos como cruces interploides, tiene relativamente poco éxito (Bomblies
2006). Sin embargo, no se encontrd ninguna prueba en la literatura para afirmar que las
especies utilizadas para este estudio posean nimeros cromosomicos distintos, por lo que esta
posibilidad podria descartarse.

Desarrollo deficiente del endosperma causado por los genes sellados (“imprinted genes”) El
mal desarrollo del endosperma es citado frecuentemente como una causa comun en el aborto
de la semilla. ElI endospermo es el segundo producto formado tras la fertilizacion y se
desarrolla al fusionarse uno de los ndcleos polares del 6vulo con el ndcleo espermético del
polen. El desarrollo deficiente del endospermo ha sido atribuido a un desbalance entre los
genomas paterno (p) y materno (m). Su desarrollo normal usualmente requiere un radio
genomico 2m:1p (Bushell et al 2003). El radio gendmico 2m: 1p se da naturalmente con la
fertilizacion secundaria, donde uno de los nucleos de la célula central del 6vulo y una célula
espermatica se fusionan, generando el endospermo. Asi, el endospermo obtiene una ploidia
3n, dos juegos gendmicos provenientes de los dos nucleos en la célula central mas un juego

de genes del nucleo espermatico (Flores 1999, Lin 1984). Alguna desviacion de este radio,
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provocado por el cruce entre especies similares o diferentes con diferentes niveles de ploidia,
esta relacionado generalmente con el aborto de la semilla. Un exceso de genes maternos (un
radio > 2m:1p) esta relacionado generalmente con inhibicion en la proliferacion del
endospermo, y un exceso de genes paternos esta relacionado con sobre crecimiento. Se cree
que el mecanismo involucrado en la necesidad de un radio gendémico especifico es el sellado
génico (“parental imprinting” o “imprinted genes™). Este término se refiere a la expresion
génica diferenciada en la progenie, marcada por el pariente paterno (o materno), mediado por
la via epigenética. EI modelo que explica el sellado génico es la teoria del conflicto parental,
que define el sellado como una “lucha” entre los genomas maternos y paternos para heredar
su informacion a la progenie. De acuerdo con este modelo, hay una presién de seleccion por
promotores de crecimiento que se activa durante la transferencia de recursos a la progenie.
Estos se expresan cuando son heredados por el pariente paterno, pero silenciados cuando son
heredados por pariente materno, mientras que inhibidores de crecimiento son seleccionados
para expresion materna y silenciamiento paterno. Se dice que dosis extra de genoma materno
proveen copias activas extra de inhibidores de crecimiento, resultando en endospermos y
semillas pequefios (Bushell et al 2003). En el presente estudio un posible desarrollo deficiente
del endospermo pudo haber ocurrido en etapas tempranas de la formacion de la semilla. En
cruces interespecificos de Solanaceas se sugiere que la formacion del endospermo puede
fallar en cualquier etapa de desarrollo de la semilla (Cooper y Brink 1940, Dinu y Thill
2004).

Influencia materna o citoplasmatica: Algun tipo de influencia maternal fue observada
claramente en dichos cruces, incluso sin haber determinado la causa especifica del fallo. Se
ha reportado que en cruces, el pariente materno tienen una fuerte influencia en todos los
aspectos de la formacion de semilla. EIl éxito de los hibridos F; dependen mucho de cual
especie fue utilizada como pariente materno, pudiendo ocurrir un desempefio asimétrico en
los hibridos. La expresion de genes citoplasmaticos heredados a través del pariente materno,
interacciones citonucleares o influencia del ambiente materno podrian causar variaciones
adicionales en la progenie proveniente de distintos parientes maternos (Kimball et al 2008).
La interaccion entre los genomas nucleares, del cloroplasto y mitocondrial ha sido

sincronizada a través del desarrollo evolutivo de las plantas. Los distintos genomas han co-
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evolucionado y se encuentran co-adaptados funcionalmente. Sus interacciones son alteradas
al introducirse genes foraneos nucleares o citoplasmaticos dentro de la célula. Por lo tanto,
entre mas divergentes sean los genomas foraneos de los nativos, serd mayor la probabilidad
de desarmonia entre los genomas nucleares y citoplasmaticos en cruces interespecificos y mas

fuertes seran las barreras post-cigoticas para el intercambio génico (Levin 2003).
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CONCLUSIONES

e Se identificaron cuatro etapas caracteristicas del desarrollo floral en Penstemon: Caliz,

Apertura del Caliz, Elongacién de la Corola y Antesis.

e Las diferencias de tiempo en la etapa de elongacion de la corola y dehiscencia del polen
se debieron a diferencias genéticas y evolutivas entre especies, las cuales han buscado la
maxima exposicion al polinizador més efectivo.

e El crecimiento frutal que se dio de forma unilateral en tres cruces reciprocos, es un fuerte
indicio de que ocurrid la fertilizacion de los 6vulos. Caso contrario sucedio con los
mismos cruces reciprocos donde no se dio crecimiento frutal, infiriéndose una ausencia de
fertilizacion y la posibilidad de alguna barrera pre-fertilizacién, como incapacidad de
germinacion del polen o incongruencia.

e A pesar de que no fue posible corroborar experimentalmente que las semillas producto de
cruces utilizando a P. xmexicali ‘Sunburst Ruby’ como pariente materno eran viables,
esta fue la especie que mostr6 mas potencial como especie intermediaria y receptiva a
hibridizacion, siendo exitosa a los sumo hasta la etapa de crecimiento frutal

e Se establecio la hipotesis de que las semillas obtenidas del cruce P. xmexicali ‘Sunburst
Ruby’ x P. barbatus ‘Rondo’ han abortado sus embriones, o son una mezcla de semillas

con embridn abortivo y évulos sin fertilizar, los cuales no son distinguibles unos de otros.
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RECOMENDACIONES

e Realizar tratamientos control de auto-polinizacion y dejar flores sin polinizar.

o Utilizar al menos tres clones por cada cultivar, con edad homogénea, para darle
significancia estadistica al estudio

e Realizar las polinizaciones en las épocas de mayor floracion, para tener mayor
disponibilidad de flores y polen.

e Realizar un estudio de viabilidad o longevidad del polen, para complementarlo con la
cronologia de dehiscencia del mismo.

e Buscar alternativas a la medicion de los frutos para evitar su manipulacion y posible dafio.

Realizar también mediciones de peso y nimero de semillas, una vez madurados los frutos.
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