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RESUMEN

Podostemaceae es la familia de plantas acuaticas mas grande que existe; son plantas que crecen en
corrientes rapidas de los rios y en cascadas. Se diferencian del resto de las plantas acuaticas por su
alta reproduccion sexual. Presentan adaptaciones tan radicales que no se puede hacer una
comparacion con el modelo tipico de las angiospermas como por ejemplo el aplanamiento del tallo y
raiz, asi como estructuras de fijacién como las apteras, sin embargo han sido muy poco estudiadas
por las dificultades que se presentan debido a su habitat. Estudios previos sobre barreras
reproductivas reportan que la fecundacioén interespecifica es posible, por lo que se propuso evaluar

estas barreras en una cruza intergenérica.

En este trabajo se estudié la polinizacion entre Marathrum rubrum y Vanroyenella plumosa, especies
endémicas de México, las cuales pertenecen a dos géneros de la subfamilia Podostemoideae y
habitan en simpatria en el rio “Los Horcones” en la localidad de “Las Juntas y Los Veranos”, en el
sitio conocido como Chico’s Paradise en el estado de Jalisco, México. Se realizaron polinizaciones
cruzadas entre 80 flores de diversos individuos V. plumosa x M. rubrum y viceversa. Las flores que
fueron colectadas entre los cero minutos y 24 horas post-polinizacion, correspondieron a la tercera
etapa del ciclo de floracién. Se realizaron observaciones al MEB de los estigmas de las flores
polinizadas y con azul de anilina se observo la presencia de tubos polinicos. La germinacion de los
granos de polen se produce en el estigma de ambas especies hora y media post-polinizacién.
Mediante cortes de carpelos se observd la presencia de granos de polen germinando y de tubos
polinicos creciendo a través del estigma y llegando hasta la placenta. En un solo évulo fue posible la
observacion de un tubo polinico penetrando por el micrépilo. Como producto de las polinizaciones

intergenéricas se obtuvieron seis plantulas.



Antecedentes

Especie bioldgica

La especie biolégica es uno de los conceptos mas ampliamente utilizados en Biologia, sin embargo,

la definicion de especie esta lejos de alcanzar un consenso.

Una especie es un conjunto de individuos presentes sobre una porcidén de la superficie terrestre y
generalmente agrupado en poblaciones. El flujo génico une a esas poblaciones mas o menos

temporalmente y puede inducir, con el tiempo, otras morfologias (Grant, 1989).

La mayoria de los bidlogos definen a las especies por el concepto de interfertilidad (especie
bioldgica) asi, la especie es efectiva o potencialmente un grupo interfértil de poblaciones aisladas de

otros grupos en términos reproductivos (Spichiger et al., 2002).

El aislamiento biolégico es esencial para la preservacion de la integridad genética de las especies y
consiste en la restriccion o bloqueo del intercambio genético, por lo que, para que las especies

bioldgicas se conserven deben existir barreras a la hibridizacién.

Estas barreras son conocidas como mecanismos de aislamiento y se clasifican en preapareamiento,
postapareamiento precigéticas y postapareamiento postcigoéticas, actuando muchas veces
simultaneamente (Levin, 1971, 2001; Hall, 2008). Estas barreras reducen el flujo génico entre
poblaciones, sean o0 no sean simpatricas y aceleran la formacion de razas y especies. Son

mecanismos que limitan la fecundacion entre especies del mismo género o entre la misma especie,



siendo las barreras interespecificas las encargadas de mantener la identidad genética de las

especies (Liedl y Anderson, 1993).

Barreras preapareamiento

Son barreras producidas por las diferencias entre las especies de plantas, se clasifican por su
ecologia en: temporales y florales; asimismo la autofecundacién esta considerada como una barrera

reproductiva (Levin, 1971, 2001; Hall, 2008).

El aislamiento temporal se observa cuando en una comunidad de plantas filogenéticamente
cercanas y que estén en simpatria presentan su floracién en diferentes momentos del afio (Ej. Phlox
o Salix) o del dia (Poaceae), lo que evita el contacto entre los verticilos sexuales, aunque si se

realizan polinizaciones artificiales la producciéon de hibridos es posible (Judd et. al., 2002)

El aislamiento floral es la consecuencia de las adaptaciones de las plantas a los sindromes de
polinizacién, las cuales se ven reflejadas, por ejemplo, en la produccién de diferentes fragancias que
atraen diversos polinizadores. Esta atraccion puede ser tan especializada que provoca la “fidelidad”
de un polinizador a esta especie, aunque haya otras especies disponibles (Ej. Antirrhinum).
Asimismo las flores pueden producir esencias que atraen abejas y avispas machos, quienes al llegar
a la flor se ven estimulados por la textura y la forma de la flor, lo que activa sus instintos de
apareamiento y asi polinizan las flores. El aislamiento floral también puede presentarse cuando dos
poblaciones de especies con dos o mas polinizadores en comun se encuentran en simpatria
provocando que la morfologia floral cambie especializandose en un sélo polinizador (Ej. Fuchsia).

Otra forma en la que se manifiesta esta barrera es a través de la produccién de polinios (Ej.



Asclepias), los cuales son insertados en la parte dorsal del polinizador y posteriormente son
colocados en una abertura del estigma de otra flor, por lo que la precision en el tamafio del polinio es
importante. Los polinios difieren en el tamafio por lo que es muy dificil que haya hibridizacién (Judd

et. al., 2002).

Otra barrera que se presenta antes del apareamiento entre las especies es la autofecundacién, ya
que puede pasar que aunque llegue polen de otra especie a un estigma los 6vulos de esta flor ya
estén fecundados, para esto se requiere que la autoincompatibilidad sea reemplazada por la
autocompatibilidad, lo cual conlleva ciertos cambios como una reduccion en la cantidad de polen,
corolas y I6bulos de la corola mas pequenos, Iébulos estigmaticos pequefios y una proximidad
espacial entre las anteras y el estigma, la cual facilita la autofecundacién. Estas flores son menos
atractivas a los polinizadores. El desarrollo de la autofecundaciéon podria estar provocado por la falta
de polinizadores aunque se ha visto que en especies que desarrollan tolerancia a los metales
pesados la polinizacion cruzada con individuos sin tolerancia reduce esta caracteristica. Asimismo
muchas especies de flores cleistogamas eliminan la polinizacién cruzada completamente (Judd et.

al., 2002).

Barreras postapareamiento precigoéticas

Son aquellas donde se presenta un desajuste fisioldgico entre el polen o el tubo polinico y el pistilo;
puede ser producida por la presencia de algun sistema de autoincompatibilidad en una o en las dos
especies. Se ha visto que si el donador de polen es una especie autocompatible y el receptor es
autoincompatible el grano de polen o el tubo polinico es rechazado, pero al realizar la cruza

reciproca se observa que el tubo polinico generalmente puede llegar hasta el ovario y formar un



hibrido (Muntzing, 1930, Watkins; 1932, Valentine, 1954; Nishiyama e Inomata, 1966, 1978;
Johnston et al 1980; Liedl y Anderson, 1993).

Las especies que poseen sistemas de autoincompatibilidad tienen uno de dos tipos de estilos,
“huecos” y “sélidos” (Liedl y Anderson, 1993). Brewbaker (1957) hipotetizé que en estilos huecos los
tubos polinicos incompatibles podrian crecer mas de lo esperado que en estilos sélidos y podrian
fecundar los évulos, por lo que el évulo o el ovario tendrian que rechazar estos tubos polinicos, sin
embargo esto ha sido dificil de probar ya que no se sabe si el rechazo ocurre exactamente en el
micropilo, en el ovario o en el évulo ademas cuando ha sido observado este fendmeno, el rechazo
no se ha manifestado en todas las repeticiones (Stout y Chandler, 1933; Sears, 1937; Brock, 1954;
Brewbaker y Gorrez, 1967; Spiss, 1969; Dobrofsky y Grant, 1980). Asimismo se ha observado que
en algunas especies, en el momento de la fusion de los gametos femenino y masculino, ocurre una
falla (Cope, 1939, 1940, 1958, 1962; McKay, 1942; Knight y Rogers 1953, 1955; Bouhartmont, 1960;
Taroda y Gibbs, 1982). Kenrick et al. (1985) reporta que en Acacia spp. el sitio del rechazo se da en

el tejido nucelar.

Barreras Postapareamiento Postcigoticas

El rechazo, también puede ocurrir debido a un fuerte desbalance genético o una anormalidad

cromosomica del embrion (incongurencia unilateral) (Liedl y Anderson, 1993).

En cruzas inter e intraespecificas de especies con ploidia, igual o diferente, se puede presentar una
falla en el desarrollo de las semillas, provocada por una malformacion del endospermo y podria
producirse por las diferencias genéticas de las especies parentales o por incompatibilidad gendmica

o por la asociacién de las diferentes ploidias que se presentan en los tejidos maternos, embridnicos



y del endospermo en estas cruzas (Muntzing, 1930; Watkins, 1932; Valentine, 1954; Nishiyama e

Inomata, 1966, 1978; Johnston et al 1980; Liedl y Anderson, 1993).

La debilidad o esterilidad hibrida ocurre en la F1, F2 o generaciones posteriores, se presenta como
plantas de lento y débil crecimiento, baja fertilidad, clorosis y desarrollo vegetativo anormal (Weeden
y Robinson, 1986; Haghighi y Ascher, 1988) asi como fallas en la producciéon de gametos viables
debido al apareamiento de numeros diferentes de cromosomas durante la meiois (Dobzhansky,

1970; Judd et. al., 2002).

El aislamiento floral hibrido es otra barrera la cual se caracteriza por la produccion de flores que no

pueden ser polinizadas debido a la ausencia de polinizadores efectivos.

Hipétesis para el origen del aislamiento reproductivo

Judd et. al. (2002) propone tres hipotesis para el origen del aislamiento reproductivo:

A) La primera sugiere que como dos especies divergen de un ancestro comun, los cambios
genéticos acumulados frecuentemente disminuyen la probabilidad de una reproduccién exitosa entre

ellos. Recordando que el aislamiento no siempre es la consecuencia de la especiacion.

B) La segunda hipotesis propone que el aislamiento preapareamiento puede ser resultado de
seleccién contra el “desperdicio” de gametos en cruzas con otras especies, es decir un individuo con
polen y évulos exclusivos para cruzas intraespecificas tendra mas descendencia que uno que utiliza

sus gametos para hibridizaciones inviables.



C) La tercer hipotesis plantea que la seleccion del aislamiento preapareamiento tiene como
consecuencia la reduccion por la competencia de polinizadores, por ejemplo especies cercanamente
relacionadas frecuentemente presentan flores muy parecidas, lo que atrae polinizadores similares.
En algunas especies, al no haber suficientes polinizadores la polinizacion cruzada se ve
comprometida, por lo que atraer diferentes polinizadores puede incrementar la eficiencia y aumentar

la adecuacion.

Familia Podostemaceae

La familia Podostemaceae Rich Ex C Agardth (Magnoliopsida) es la mas grande de todas las
familias de angiospermas estrictamente acuaticas, con 49 géneros y 270 especies (Phillbrick y
Novelo 1998). Las podostemaceas se encuentran comunmente en rios oligotréficos, son sensibles a
la contaminacién aunque algunas especies son capaces de soportar niveles de contaminacion
considerables (Ej. Castelnavia), particularmente en época de secas, aunque no se ha precisado por
cuanto tiempo pueden soportar este tipo de estrés (Quiroz et al., 1997; Bove comunicacion
personal). Las podostemaceas son rheophytas (Rutishauser, 1999) que se restringen a lugares en
los que el resto de las angiospermas tipicamente no crecen, en areas en las que los rayos solares
inciden directamente (Phillbrick y Novelo, 1993), en cascadas, rios de corrientes rapidas, adheridas
a rocas u otros objetos sélidos (Novelo y Phillbrick 1997), firmemente ancladas a los sustratos de
rocas por medio de rizoides con forma de pelos radicales y apteras (Jager-Zurn y Meinhard, 2000) y
por sustancias adhesivas secretadas por cianobacterias asociadas a la planta (Rutishauser, 1997),
ya que esta familia no presenta la raiz tipica de las angiospermas (Phillbrick y Novelo 1993). Debido

a estos ambientes extremos, hay etapas del ciclo de vida de estas plantas que permanece sin



conocerse (Phillorick y Novelo, 1994). Con base en su adherencia al sustrato rocoso, las
podostemaceas se pueden considerar como haptéfitas (plantas que se encuentran adheridas al
sustrato pero que no lo penetran) de acuerdo con la clasificacidén propuesta por Luther (1949),
categoria que comparten con algas, liquenes y briofitas (Sculthorpe, 1967). Las adaptaciones
morfologicas de las podostemaceas al ambiente acuatico han derivado en una organizacion poco
ortodoxa, por lo que se les ha asociado a liquenes, algas y briofitas (Les et al., 1997; Rutishauser,

1997).

Embriolégicamente, la familia Podostemaceae, se caracteriza por la presencia de un plasmodio
nucelar (pseudo saco embrionario), la ausencia de doble fecundacién (Battaglia, 1987; Mohan-Ram
y Shegal, 1992) y la ausencia de endospermo que es un caracter inusual en las angiospermas. Hay
un considerable polimorfismo a distintos niveles morfologicos y aun entre individuos (ej. coloracion
de las hojas) (Murguia-Sanchez et al., 2001), el polimorfismo vegetativo, inducido ambientalmente,
que es comun en las plantas acuaticas, permanece aun sin estudiar en Podostemaceae

(Rutishauser et. al., 1999).

Esta familia, en contraste con la mayoria de las angiospermas acuaticas, presenta una alta
produccion de flores, frutos y semillas, y muy probable ausencia de reproduccién vegetativa
(Phillbrick y Novelo, 1997). La época de floracion de las podostemaceas se produce cuando el nivel
de agua de los rios desciende, debido a que la época de lluvias concluyd (noviembre-mayo) (Luna
2006, 20010, Guzman, 2006). El numero de flores que pueden observarse en una visita al campo
varia de acuerdo con la cantidad de precipitacion. El conocimiento de la citotaxonomia de esta
familia y los numeros cromosémicos conocidos de esta familia se reducen al 16% de los géneros y

el 3.3% de las especies de Podostemaceae (Magnus, 1913; Gaiser, 1930; Chiarugi, 1933; Darlington



y Wylie, 1955; Okada, 1991; Les y Phillbrick, 1993; Uniyal and Mohan Ram, 1994). Los numeros
cromosoémicos reportados para las especies de la subfamilia Podostemoideae Américanas es de 2n=
28, n=14 para las especies Apinagia imthurnii, Marathrum rubrum, M. schiedeanum, M. tenue,

Oserya coulteriana y Vanroyenella plumosa (Gaiser, 1930; Oropeza et al. 1998, 2002).

Las especies de esta familia que se distribuyen en América fueron estudiadas y clasificadas por
primera vez en una gran monografia en el trabajo de Van Royen (1954), sin embargo de los
ejemplares que él estudio no colectd ninguno, de tal manera que no existen ejemplares de respaldo,
ni tampoco conocié las areas donde estas plantas se distribuian, esto aunado a una deficiente
técnica de herborizacién arrojé como resultado una gran lista de morfoespecies, es decir una
especie determinada unicamente por caracteres morfélogicos (Phillbrick, comunicacion personal)
que se ha ido reduciendo a través del trabajo de investigacion que se ha hecho desde entonces. La
investigacion se ha enfocado en la taxonomia del grupo teniendo como resultado la reduccion del
numero de géneros e incluso de especies. Un ejemplo es el trabajo de Novelo y Phillbrick (1997) en

el cual reducen las especies de Marathrum presentes en México de 6 a 4.

El 60% de las especies de la familia, representadas en 20 géneros, se distribuye en el Nuevo Mundo
(Philbrick y Novelo, 2004). En México la familia se distribuye principalmente en ocho provincias
fisiograficas de acuerdo con la clasificacion de Rzedowsky (1988): Planicie Costera Noroccidental,
Sierra Madre Oriental, Eje Volcanico Transversal, Planicie Costera Nororiental, Depresion del
Balsas, Sierra Madre del Sur, Sistema Montafioso en la region norte de Oaxaca y en la Planicie
Costera Suroriental y esta representada por cinco géneros Marathrum Humb. & Bompl., Oserya Tul.
& Wedd., Podostenum Michx., Tristicha Du petit. Thouars y Vanroyenella Novelo & Phillbrick (Novelo

y Phillbrick, 1997). Vanroyenella es un género monotipico con un eje postrado de 8 cm de diametro y



hojas de 4 a 12 cm de longitud, lo que hace mas facil distinguir individuos. Marathrum se distingue

por sus hojas amplias y laminares, ademas de sus estambres deciduos después de la antesis.

Se considera una familia antigua debido a que han encontrado fosiles que datan del Eoceno superior
(aproximadamente hace 40 millones de afios), aunado a que poseen traqueidas con engrosamientos
anulares o espirales ampliamente espaciados (Murguia-Sanchez, 2003).

Género Vanroyenella

El género Vanroyenella fue descubierta en 1993 durante los trabajos de campo de Phillbrick y
Novelo; es un género monotipico ubicado en dos localidades en México, una en Oaxaca y otra en
Jalisco, ambas ocurren en la vertiente del Pacifico entre los 200 y los 800 msnm (Novelo y Philbrick,

1997).

Presentan raices de 8 mm de diametro, hojas de 1-5, 4-12 cm de largo y 0.8-1 cm de grosor; la base
del peciolo es 3 veces mas ancha que el peciolo que va de 1-3 cm; el apice de la hoja es agudo o
redondo, las divisiones mas pequefias son de 6 mm a 0.1 mm de grosor, enteras 6 1-3 divididas
(Fig.3 A). Pedunculo reducido. La espatela crece de 5-10 mm. Presentan tépalos de 1.8 a 2.2 mm de
largo. Las flores son hermafroditas zigomorficas, desarrolladas en una delgada y clavada espatela,
crecen en fasciculos, presentan 2 estambres libres y alternados con los tépalos, confinadas en un
solo lado de la flor, anteras sagitadas, basifijjas, con dehiscencia longitudinal con dos aberturas
laterales, miden 1-1.5 mm de longitud y tienen filamentos de 3.5 — 5mm de longitud, son subulados,
aplanados, se elongan durante la antesis, después se endurecen y contindan en costillas en el fruto
(Fig.3 C). Ovario supero, biloculado, dos estigmas coénicos de 0.6-1.3 mm de longitud, numerosos

ovulos con placenta axilar. Capsulas biloculares de 3.5-4.2 mm de longitud y 1.2-1.7 mm de



diametro, margenes de sutura engrosados, con dos valvas, cada una con tres costillas, persistente.
Numero de semillas por capsula 333 (SD 261, n= 38) y son obovoides (Novelo y Philbrick, 1997). Su
numero cromosomico es de 2n= 28 (Oropeza et al., 2002). Vanroyenella plumosa frecuentemente
crece junto con especies de Marathrum, Tristicha trifaria y Oserya coulteriana. Sin embargo V.
plumosa esta restringida a areas donde la corriente es mas rapida y crece mas alto, en una roca
dada, que otras podostemaceas. Vanroyenlla plumosa esta caracterizada por las divisiones
filamentosas de las hojas que se elevan dicotomicamente de la parte media sumergida y que la
hacen parecer una “hoja plumosa®, las flores en fasciculos y los filamentos que se endurecen
durante la antesis y permanecen unidos, incluso cuando los frutos estan maduros (Novelo y

Philbrick, 1993b).

Género Marathrum

Marathrum esta compuesto por 25 especies que se distribuyen en rios rapidos y cascadas
tropicales. Es uno de los géneros mas extendidos de Podostemaceae del nuevo mundo,
localizandose desde las indias occidentales y México, a través de Centroamérica hasta llegar a la
parte noreste de Sudamérica (van Royen, 1951). Es el género mas ampliamente distribuido en
México (Novelo y Phillbrick, 1997), con cuatro especies que incluyen Marathrum rubrum, M.
schiedeanum, M. tenue y M. trichoporum. M. schiedeanum comparte con M. rubrum un apéndice
extendido del pedicelo y poseen cinco o mas estambres acomodados alrededor del ovario. M. tenue
y M. trichoporum no tienen el apéndice expandido del pedicelo y solo poseen de 2 a 3 estambres

que salen de un solo lado del ovario.



Novelo y Phillbrick (1997) redujeron el numero de especies de Marathrum en México propuestos por
Van Royen (1951), fusionando 3 especies que habian sido reconocidas por caracteres morfologicos

de las hojas (M. elegans, M. haenkeanum y M. schiedeanum) en una sola especie, M. schiedeanum.

Este género incluye especies anuales y perennes (Murguia-Sanchez, 2003). Son hierbas pequenas
o grandes, postradas, aplanadas, con raices alargadas. Su tallo es postrado, alargado y grueso. En
el género el polen se libera en monadas. El ovario es bilocular. No presenta estilo. Tiene dos
estigmas libres o basalmente fusionados, conicos, los 6vulos son numerosos. La placenta es axilar.
Las capsulas son biloculares, con valvas iguales, persistentes, cada una con tres o cuatro costillas y
margenes de la sustura engrosados y contiene numerosas semillas (Fig. 3 D) (Novelo y Philbrick,

1997).

Marathrum rubrum es una hierba perenne cuyo caracter distintivo son sus hojas, ya que presentan
divisiones capiliformes (Unicas en la familia) ademas de un distintivo color rojo tanto en la parte
adaxial como en la abaxial; otras especies de Marathrum presentan esta coloracion sélo en la parte

abaxial de las hojas (Fig. 3 B) (Novelo y Philbrick, 1993).

Marathrum rubrum es endémica de las partes bajas de la costa del Pacifico de México. Ha sido
recolectada solo en algunos rios de Jalisco y Guerrero, donde puede encontrarse junto con O.

coulteriana, T. trifaria y V. plumosa (Novelo y Philbrick, 1993).






Justificacion

En este trabajo se plantea la pregunta sobre la probabilidad de flujo génico entre dos especies
pertenecientes a géneros distintos de la familia Podostemaceae (Vanroyenella plumosa y Marathrum
rubrum) que crecen en simpatria. Se propuso estudiar cual o cuales de los procesos de la
fecundacion se desarrollan en esta cruza intergenérica una vez que el polen de un género arriba al
estigma de otra especie de un género diferente ya que estudios previos que han demostrado
compatibilidad interespecifica en Podostemaceae, con formacion de semillas viables entre dos
especies del mismo género (Marathrum schiedeanum y Marathrum rubrum) que comparten un
mismo rio, indicando que para esas dos especies en particular, no existen barreras que impidan la

formacion de semillas interespecifico.



Objetivos

General:

- Evaluar la compatibilidad reproductiva Vanroyenella plumosa y Marathrum rubrum, dos
géneros de Podostemaceas con distribucion simpatrica analizando los procesos desde el

arribo del grano de polen hasta la formacién de semillas.

Particulares

1.- Determinar si existe adhesidn, hidratacion y penetracion de la superficie estigmatica del grano
de polen en cruzas intergenéricas reciprocas.
2.- Determinar la presencia de tubos polinicos en el estigma, placenta y évulos en cruzas

reciprocas intergenéricas.

3.- Determinar la formacion y la germinacion de semillas asi como la formacién de plantulas.



Zona de Estudio

El trabajo de campo fue realizado en el rio Los Horcones (20°, 27, 45" N 105° 17", 157°0) a 18
kilbmetros hacia el sur de Puerto Vallarta (Fig. 1). El rio Los Horcones Quiroz et. al. (1997) lo reporta
como un rio oligotréfico poco contaminado con una temperatura de 24° C, bajas concentraciones de
nitrogeno, fosforo, sodio, potasio, calcio y magnesio asi como un pH cercano a 8. (Fig. 2). Esta area
reporta un clima muy humedo (Aw), con invierno y primavera secos y calidos, sin estacion invernal
definida, una temperatura media anual de 25.6° C y una precipitacion media anual de 878.3 mm.,
con régimen de lluvias en los meses de junio a septiembre y vientos dominantes en direccion
noroeste. (Gobierno del estado de Jalisco pagina en red http://www.e-
local.gob.mx/work/templates/enciclo/jalisco/mpios/14020a.htm). La vegetacién asociada en esta

localidad es selva baja subperennifolia (Rzedowsky, 1988)



Fig. 1. Municipios del Tuito y Puerto Vallarta, Jalisco México



Localidad Rio Los Horcones, Jalisco Localidad Chico’s Paradise, Jalisco

Fig.2. Localizacion de la zona de distribucion de M. rubrum y V. plumosa en Jalisco. Los rios estan sefialados
con circulos.



Materiales y Métodos

Seleccion de las flores

Se realizaron tres visitas al rio Horcones, la primera en enero de 2008, la segunda en diciembre del

mismo ano y la tercera en diciembre de 2009.

Se siguid la caracterizacion morfoembriolégica propuesta por Guzman (2006) para identificar
distintas etapas de maduracién floral en campo. Se buscaron flores que estuvieran en la tercera
etapa de desarrollo la cual se caracteriza porque el pedicelo se ha elongado, causando que la
espatela quede debajo del ovario o incluso mas abajo sobre el pedicelo; de esta forma, las
estructuras reproductoras se encuentran totalmente libres. Las anteras tienen forma de flecha, de
color magenta y los filamentos rosas; los estigmas contintan juntos, de coloracion purpura. El ovario
es magenta, de un tono mas obscuro que el de las anteras. En esta etapa los verticilos sexuales aun
no son receptivos (Guzman, 2006; Luna, 2010). En la primera visita se trabajoé con 50 flores de cada
especie, en la segunda sélo se encontraron 30 flores de Marathrum rubrum para polinizar con diez
flores presentes de V. plumosa y en la tercera se polinizaron 12 flores de V. plumosa con polen de 3

flores de M. rubrum.

En las tres visitas las flores de ambas especies fueron emasculadas y se embolsaron con una
membrana de didlisis Spectra de 32 mm para evitar la llegada de polen indeseado ya que esta
membrana permiten el intercambio gaseoso pero impiden el paso de particulas mas grandes, tiene
forma tubular y fue cortada cada 5 cm, uno de los extremos fue amarrado con un hilo de nylon y fue

colocada encima de las flores a manera de capuchdn, una vez colocada se amarré el otro extremo al



pedicelo, lo suficiente para soportar la bolsa pero no tanto como para dafiar la flor (Phillbrick y

Novelo, 1998).

Las flores fueron polinizadas manualmente 24 horas después del aislamiento con flores de la otra
especie, cuyas anteras estaban dehiscentes, este tiempo es suficiente para que los estigmas estén
receptivos (Guzman, 2006; Luna 2006, 2010). Una vez polinizadas se reembolsaron para tener

cruzas controladas.

Las colectas se realizaron de acuerdo a la siguiente tabla

Muestra Tiempo post-polinizacion Numero de flores por tiempo
Vanroyenella plumosa Marathrum rubrum

0 0 5 10
1 30 minutos 5 10
2 1 hora 7 10
3 1:30 horas 5 10
4 2 horas 7 10
5 3 horas 7 10
6 4 horas 2 0
6 24 horas 5 8
7 48 horas 5 5
8 144 horas (6 dias) 3 3

Tabla 1. Tiempos de colecta post-polinizacidon




Colecta de material experimental

En la primera visita las flores fueron recogidas de cinco en cinco, la primera muestra se tomé
instantes después de la polinizacion, las muestras 1, 2, 3 y 4 se realizaron con una diferencia de 30
minutos entre cada una, la muestra 5 se tomé a las 3 horas postpolinizacién, la muestra 5 se tomo6 a
las 24 horas postpolinizacién, la muestra 7 fue tomada 48 horas postpolinizacion y la muestra ocho
se tomo después de un lapso de seis dias (Tabla 1), cuando las capsulas estaban maduras, color
café, costillas del fruto evidentes y un pedicelo endurecido (Phillbrick y Novelo, 1998). En la segunda

visita sélo se obtuvieron muestras de hasta 24 horas y en la tercera solo de las primeras 4 horas.

Se prepararon dos fijadores y de las cinco flores que se recogieron por intervalo en la primera visita
tres se fijaron en FAA (formol, acido acético, etanol 96% y agua 2:1:10:7) para analizarlas a través
de cortes histolégicos y dos en glutaraldehido-paraformaldehido para su analisis al microscopio
electronico de barrido. En la segunda y en la ultima visita las flores sélo fueron fijadas en FAA. Sin
embargo debido al ambiente en el cual crecen estas plantas no se pudieron recoger las cincuenta
flores de la primera visita, por lo que las ultimas plantas que se colectaron el sexto dia fueron tres de
cada cruza (6 en total) y se trasladaron al laboratorio sin ningun tratamiento posterior; ya que aunque
parecen maduras Philbrick y Novelo (1998) reportan que las semillas no completan su maduracion

hasta 40 dias postpolinizaciéon cuando las capsulas poseen la morfologia de frutos maduros.



Microtecnia

Las primeras y segundas muestras se deshidrataron a través de una serie de alcoholes graduales
(35%,50%, 70%, 96% y 100% dos veces) por una hora y 15 minutos al vacio cada vez que se
cambiaba el alcohol, posteriormente se colocaron las muestras en xilol puro durante 15 minutos para
después pasarlas a una mezcla de xilol-paraplast en concentracion 2:1,1:1 y 1:2 por 24 horas a 63°C
cada uno. Finalmente las muestras se dejaron en paraplast puro por 24 horas. Las muestras
incluidas se cortaron en un micrétomo de rotaciéon American Optical 820 a un grosor de entre 8 umy
10 ym. Los cortes obtenidos se desparafinaron colocandolos en un horno a 63° C y un tren de

alcoholes graduales y xilol.

Deteccion de tubos polinicos

A los cortes desparafinados se les agregaron unas gotas de azul de anilina, que es una sustancia
que se adhiere a la calosa de los tubos polinicos y que, al ser iluminados con luz ultravioleta en total
oscuridad en un microscopio de fluorescencia, evidencia los tubos. A los cortes donde se observaron

tubos polinicos se les tomaron microfotografias.

En cruzas de M. rubrum x V. plumosa de la tercera visita se tomaron 3 flores en cada uno de los
tiempos y se fijaron en FAA, y se sumergieron en una solucion de NaOH 1N por 24 horas, se lavaron
con agua destilada y después se dejaron 24 horas sumergidas en azul de anilina a 4° C en
oscuridad. Posteriormente se colocé flor por flor en un portaobjetos, se les agregé azul de anilina y

se aplastaron con un cubreobjetos y la goma de un lapiz y se sell6 la preparaciéon con barniz de



ufas, para después ser observadas con microscopio de fluorescencia, buscar tubos polinicos y

tomar microfotografias.

Microscopia electronica de barrido

Las flores fijadas en glutaraldehido-paraformaldehido se deshidrataron con alcoholes graduales
(35%, 50%, 70%, 96%, 100%). Después se deshidrataron hasta punto critico con CO,, se montaron
en portamuestras y fueron cubiertas con oro a través de una ionizadora, se observaron con un
microscopio electrénico de barrido para observar la interaccion entre los granos de polen y el

estigma, se tomaron microfotografias.

Germinacion de las semillas obtenidas

Las 55 semillas obtenidas de los seis frutos de ambas cruzas se colocaron en 3 cajas de Petri de 20
en 20 con ayuda de una aguja de insulina sobre una toalla de papel humedecida con agua
embotellada, 6 ml aproximadamente, y rehumedecida cada dos dias, se mantuvieron en las camaras
de ambientes controlados a una temperatura constante de 25°C con humedad relativa del 21% y un
fotoperiodo 16/8 por seis dias, se observaron diariamente; la germinacion se determino con la

observacion de los cotiledones y tejido fotosintético.



Resultados

Estudios de polinizaciones intergenéricas al MEB

Micromorfologia de estigmas

Los estigmas de V. plumosa y M. rubrum fueron observados. Vanroyenella plumosa posee estigmas
anchos desde la base hasta el apice mientras que M. rubrum presenta estigmas que van de anchos

en la base a delgados en el apice con ambos estigmas separados (Fig. 4)

Relacién polen-estigma

Se observaron las diferentes etapas de la relacidon polen-papila estigmatica de las cruzas entre M.
rubrum y V. plumosa. La primera fase consiste en la adhesion del grano de polen a las papilas del
estigma (fig. 5A), la segunda es la hidratacion del grano de polen (Fig. 5B), la tercera etapa es la
germinacién del grano de polen que se expresa en la salida del tubo polinico a través de uno de los
colpos (Fig. 5C) y la cuarta etapa es la elongacién del tubo polinico y su penetraciéon en el estigma

(Fig. 5D).

En cruzas de M. rubrum x V. plumosa desde el tiempo 0 al tiempo 2 los granos de polen se
encuentran turgentes y bien adheridos a la superficie papilosa (Fig. 6A). En el tiempo 3 que
corresponde una hora y media postpolinizacién los granos seguian adheridos al estigma y se
observo en algunos de los granos de polen el surgimiento del tubo polinico a través de uno de los

colpos (Fig. 6B), para el tiempo 5 que corresponde a tres horas postpolinizacion el tubo polinico que



salié por uno de los colpos ya ha penetrado en el estigma (Fig. 6C). Las muestras correspondientes
a tiempos mayores muestran un numero mayor de tubos polinicos ingresando en el estigma (Fig.

6D).

En cruzas de V. plumosa x M. rubrum las flores colectadas correspondientes al tiempo 0 y hasta el
tiempo 2 (1 hora postpolinizacion) muestran en el estigma granos de polen adheridos y turgentes
(Fig. 7A). Las flores colectadas correspondientes al tiempo 3 (1 hora y media postpolinizacion)
muestran a la mayoria de los granos de polen adheridos al estigma y turgentes. Algunos granos de
polen han comenzado a germinar y muestran a los tubos polinicos emergiendo por los colpos (Fig.
7B). En el tiempo 4 (dos horas postpolinizacién) los tubo polinicos penetran a la papila estigmatica,

lo mismo sucede en el tiempo 5, que corresponde a las 3 horas postpolinizacion (Figs. 7C y D).

Observacion de tubos polinicos

Analisis histoldgicos

En la cruza de M. rubrum x V. plumosa se observan granos de polen germinando sobre el estigma,
interiorizandose en el tejido estigmatico y creciendo a través de él (Figs. 8 Ay B). A las 24 horas
postpolinizacion en la cruza de M. rubrum x V. plumosa hay granos de polen y tubos polinicos de M.
rubrum germinando y penetrando el tejido estigmatico de V. plumosa y recorriendo el estigma (Figs.

8 CyD).



Aplastados (squash)

Se observaron tubos polinicos creciendo en el estigma, la placenta y se encontré un tubo

penetrando el saco embrionario en cruzas de V.plumosa x M. rubrum (Fig. 9).

Nota: Los resultados mostrados no incluyen todos los intervalos ya que por deficiencias de la
metodologia no se pudieron obtener resultados del todas los tiempos; sin embargo siempre que se

observo polen este se encontraba en desarrollo.

Obtencion de semillas

De la cruza de M. rubrum polinizadas con polen de V. plumosa se obtuvieron 30 semillas, mientras

que de la cruza de V. plumosa polinizadas con polen de M. rubrum se obtuvieron 25 semillas.

Germinacion de semillas

En el segundo dia se observo la germinacién de 3 semillas, 2 de la cruza de V. plumosa x M. rubrum
y una de la cruza de M. rubrum x V. plumosa, al tercer dia se observo la germinacién de 3 semillas
mas, 2 de M. rubrum x V. plumosa y una de V. plumosa x M. rubrum, posteriormente ya no se

observé mas germinacion, las plantulas fueron congeladas en N, (Tabla 2).



Cruza # de semillas/fruto Semillas Germinadas
Marathrum rubrum x 10 0
Vanroyenella plumosa
Marathrum rubrum x 12 2
Vanroyenella plumosa
Marathrum rubrum x 8 1
Vanroyenella plumosa
Vanroyenella plumosa x 8 0
Marathrum rubrum
Vanroyenella plumosa x 10 3
Marathrum rubrum
Vanroyenella plumosa x 7 0
Marathrum rubrum

Tabla 2. EI nmero de semillas germinadas es muy reducido en comparacion con el nimero de semillas por fruto



Figura 3. A. Partes vegetativas de Vanroyenella plumosa y Marathrum rubrum B. Parte vegetativa sumergida
de Marathrum rubrum. C. Flores de Vanroyenella plumosa D. Flores de Marathrum rubrum



D

Figura 4. A'y C: Micromorfologia de los estigmas de V. plumosa son anchos desde la base hasta el apice By D
Micromorfologia de los estigmas M. rubrum son anchos de la base pero se adelgazan conforme se llega al
apice.
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Figura 5. Diferentes etapas en la interaccién grano de polen/papilas estigmaticas A. Adhesién del grano de
polen al estigma. B Formacion de una placa de contacto entre una de las aberturas del grano de polen y una
papila estigmatica . C. Germinacion del grano de polen. D. Formacién del tubo polinico GP: Grano de polen,

TP: Tubo polinico, PC: Placa de contacto.
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Figura 6. Adhesion del grano de polen en cruzas reciprocas. Polen de V. plumosa sobre el estigma de M.
rubrum. A.-Tiempo O granos de polen sobre la superficie estigmatica, se observan turgentes. B.- Tiempo 2 (1
hora) granos de polen con tubo polinico germinando C.- Tiempo 3 (1 hora y media) Tubos polinicos
elongandose y penetrendo en el estigma D.- Tiempo 5 (3 horas) Tubo polinico penetrando en el estigma TP:
Tubo polinico, GP: Grano de polen GPG: Grano de polen germinando ST: estigma




Fig. 7. Adhesion del grano de polen en cruzas reciprocas. Polen de M. rubrum sobre el estigma deV. plumosa.
A. Tiempo 2 (1 hora) Granos de polen turgentes sobre la superficie estigmatica B. Tiempo 3 (1 hora y media)
Granos de polen sobre la superficie estigmatica, el grano de polen en segundo plano estd germinando C.
Tiempo 4 (2 horas) Grano de polen turgente sobre la superficie estigmatica D. Tiempo 5 (3 horas) Grano de
polen turgente sobre la superficie estigmatica TP: Tubo polinico, GP: Grano de polen, GPG: Grano de polen
geminando



Fig. 8 Tubos polinicos evidenciados con Azul de Anilina vistos con microscopia de fluorescencia 3 horas
postpolinizacion. A'y B Granos de polen y tubos polinicos de V. plumosa en el estigma de M. rubrum Cy D
Granos de polen y tubos polinicos de M. rubrum en el estigma de V. plumosa. T.P.: Tubo polinico G.P.: Grano

de polen
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Fig. 9. Aplastados de gineceo de V. plumosa polinizados de M. rubrum tefiidos con azul de anilina y observados
al microscopio de fluorescencia. A y B. Tubos polinicos en el estigma. C. Tubos polinicos en el tejido
placentario D. Tubo polinico penetrando por el micropilo de un évulo TP: Tubo polinico, TT: Tejido de

transmision, O: Ovulo, PI: Placenta, E: Estigma




Discusion

La adhesion, hidratacion, germinacion y el crecimiento de los tubos polinicos y su llegada hasta la
vecindad del saco embrionario indica que hasta ese punto no hay barreras reproductivas
manifestandose; sin embargo el bajo numero de semillas obtenidas por fruto sugiere que es en este
punto en donde se expresa cierto tipo de rechazo, el cual podria ser resultado de que el proceso de
aislamiento reproductivo entre estas especies no ha llegado al punto en el que el grano de polen o el

tubo polinico sean totalmente rechazados.

Marathrum rubrum y Vanroyenella plumosa son dos especies de géneros distintos que se distribuyen
en ambientes simpatricos, incluso habitando la misma roca, son endémicas (Novelo y Phillbrick,
1993), se propone que la dispersion del polen es por viento (anemofilia) (Willis, 1902; Sculthorpe,
1967; Rutishauser, 1997; Okada y Kato, 2002) y debido a que la floracion esta determinada por el
régimen de lluvias su época de floracion se presenta en el mismo momento, por estas razones la
polinizacién cruzada intergenérica en estas especies es altamente probable y se refuerza con los
estudios realizados por Luna (2010) que indican que la reproduccién de Marathrum rubrum incluye

un componente aldgamo

La ausencia en campo de plantas que se pueda sospechar que son un hibrido entre ambas especies
sugiere, que aunque la fecundacién entre ellas es posible, el hibrido que de éstas pudiera surgir,
tendria una menor adecuacién que sus parentales la cual puede verse expresada en la bajisima
produccion de semillas lo que implica una drastica reduccion en las posibilidades de establecimiento

de los hibridos asi como dificultades en su desarrollo lo que llevaria a su desaparicion. Hermsen y



Sawicka (1979) proponen que todas las barreras reproductivas entre especies simpatricas,
incluyendo el aborto del embrion y la esterilidad hibrida podrian ser indicadores de incongruencia.

Una posible explicacion de los resultados de esta tesis es la mencionada por Judd et. al. (2002) en la
que en especies que divergen de un ancestro comun, los cambios genéticos acumulados
frecuentemente disminuyen la probabilidad de una reproduccidén exitosa entre ellos. Kita y Kato
(2000) realiz6 un trabajo de filogenia molecular con diferentes especies de podostemaceas de todo
el mundo basados en el gene matK. Sus resultados indican que Marathrum es el grupo ancestral, lo
que significa que el género Marathrum es mas antiguo que el género Vanroyenella. Les et. al. (1997)
usando datos moleculares basados en el gen de cloroplasto rcbL, encontraron que en arboles
enraizados con diferentes grupos, siempre y en todos ellos Vanroyenella plumosa y Marathrum
rubrum, aparecen como grupos hermanos, es decir que son géneros que tienen el mismo ancestro
comun inmediato. Esto permite pensar que estos genéros, en el proceso de especiacion desde su
ancestro comun inmediato, fueron desarrollando barreras reproductivas que aun no se han
completado, ya que la principal barrera reproductiva que se encuentra es la imposibilidad de formar

un numero adecuado de semillas viables y probablemente en el establecimiento de las plantulas.

Haber observado en esta investigacién germinacion de tubos polinicos en ambas cruzas sugiere la
ausencia de barreras de incompatibilidad precigética asociada al locus “S” tanto en el estigma como
en la placenta (no hay estilo) puesto que es en estos lugares es donde se manifiesta el rechazo por
este sistema; asimismo la obtencién de semillas viables, aunque en muy baja frecuencia tanto en
numero como en viabilidad, permite pensar que no hay barreras precigéticas, por lo menos en
cuanto al desarrollo del tubo polinico se refiere, y las postcigéticas no son completamente efectivas
hasta la produccion de semillas que esta es minima ya que la imposibilidad de las poddstemaceas

de ser cultivadas ex situ (Rutishauser, 1997), excepto por el trabajo in vitro de Mohan Ram y



colaboradores (Sehgal et al. 1993; Uniyal y Mohan Ram, 1996; Mohan Ram y Sehgal, 1997) (que no
se ha podido repetir) no nos permite observar las caracteristicas morfolégicas de los hibridos
obtenidos en nuestro trabajo para compararlos con las especies parentales.

Asimismo la ausencia del polen conespecifico pudo haber permitido la germinacion de los granos de
polen interespecificos, ya que de acuerdo a los trabajos de Carney et. al. (1994) y Riesenberg et al.
(1995) en ciertas especies de plantas en las que se reporta compatibilidad interespecifica, se ha
observado que el numero de hibridos producidos disminuye con respecto a la presencia de polen
conespecifico y se ha observado que la activacion y la intensidad de las barreras interespecificas

aumentan conforme el polen conespecifico entra en contacto con la superficie estigmatica.



Conclusion

- La adhesidn, hidratacion y germinacion del grano de polen se presenta en ambas cruzas.
- El tubo polinico se desarrolla normalmente y esta presente en estigma, placenta y ovario en
ambas cruzas.

- Se producen semillas en ambas cruzas aunque en numero reducido.
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