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RESUMEN

El éxito reproductivo en las angiospermas se debe en gran parte a la evolucion de
varios mecanismos morfoldgicos, fisiolégicos y genéticos que promueven la fecundacién
cruzada aumentando la variabilidad genética. Al aumentar los eventos de
autofecundacion, las poblaciones experimentan una depresidén genética por endogamia,
esto es, una reduccion observada en el valor adaptativo de un caracter debido a la cruza
de elementos genéticos estrechamente relacionados. Entre las adaptaciones que evitan
la autofecundacion, estan la hercogamia, la dicogamia, la unisexualidad de los individuos
y los sistemas de autoincompatibilidad. Sin embargo, cuando estas barreras se rompen
y ocurre el entrecruzamiento entre individuos muy cercanos puede llevar a la expresion
de caracteristicas o alteraciones en la morfologia y/o la viabilidad. Nicotiana rastroensis
es una especie autoincompatible originaria de Serra Geral, al sur de Santa Catarina
Brasil. En observaciones previas, se detectdé que las plantas de N. rastroensis al ser
autofecundadas, previo a la activacion del sistema de incompatibilidad (dos dias
preantesis) forman semillas, pero la progenie, de la generacion F1, al llegar a etapa
reproductiva, muestra algunos individuos con malformaciones, que van desde una corola
duplicada hasta una disminucién en la produccion de polen viable. A partir de estas
observaciones, se planteo la pregunta ¢ las plantas parentales pueden ser heterocigoéticas

para algunos factores involucrados en la reproduccién de N. rastroensis?

El objetivo general de este trabajo fue describir el desarrollo floral de N. rastroensis,
asi como las caracteristicas morfolégicas y reproductivas de la flor, y analizar las
alteraciones derivadas de la autocruza, en las generaciones F1, F2, asi como en las
retrocruzas del morfo silvestre por F1. Particularmente, (1) se describi6 el desarrollo floral
de N. rastroensis; (2) se describieron las caracteristicas morfolégicas de la flor silvestre
de N. rastroensis; (3) se caracterizé la fertilidad masculina y femenina de la flor silvestre
de N. rastroensis, expresadas por la cantidad y viabilidad de los granos de polen, la
cantidad de évulos y porcentaje de germinacién de semillas; (4) se describieron las
alteraciones morfologicas, producto de las autopolinizaciones (geitonogamia), en las

generaciones F1 y F2, asi como en retrocruzas de individuos silvestres (WT) y F1 de N.



rastroensis y; (5) se determinaron los efectos en la fertilidad masculina y femenina en los

individuos de las generaciones F1y F2, y retrocruzas de N. rastroensis.

Se encontrdé que el patrén de desarrollo de N. rastroensis es muy similar al descrito
para otras especies de solanaceas; la morfologia de la flor también es muy similar a las
especies de la seccion Alatae. La fertilidad masculina, en el morfo silvestre es buena, en
promedio se producen 696 granos de polen con una viabilidad por arriba del 80%; la
fertilidad femenina también presenta valores altos, con 334 &vulos producidos en
promedio, con un porcentaje de germinacion de semillas de 47%. Al realizar las
autopolinizaciones, en los individuos de las generaciones F1y F2, asi como la retrocruza
se desarrolld una doble corola, en donde los pétalos presentan apéndices con
caracteristicas similares al mismo pétalo, ademas presentaron variaciones en la longitud
de la corola, pistilo y estambres. La fertilidad masculina disminuye significativamente a
medida que se pierde variabilidad genética del morfo silvestre, debida a las
autopolinizaciones. La fertilidad femenina sélo disminuye en el porcentaje de germinacién

de semillas, mientras que la produccion de 6vulos no presenta cambios drasticos.

La autoincompatibilidad de N. rastroensis ocurre entre los 6rganos de la misma flor,
pero no entre las flores del mismo individuo. El morfo silvestre es heterocigético y se
encuentra deprimido endogamicamente, esto queda demostrado por la rapidez en que
se presentan las alteraciones, tanto morfolégicas como reproductivas en la F1y F2. Las
retrocruzas realizadas muestran que es posible el mejoramiento y recuperacion de las

caracteristicas del morfo silvestre.



ABSTRACT

Reproductive success in angiosperms is due, in large part, to the evolution of
various morphological, physiological and genetic mechanisms that promote cross-
fertilization increasing genetic variability. By increasing self-fertilization events,
populations experience genetic depression by inbreeding, that is, an observed reduction
in the adaptive value of a character due to the crossing of closely related genetic elements.
Among the adaptations that avoid self-fertilization, are the herkogamy, the dichogamy,
unisexuality of individuals and self-incompatibility systems. However, when these barriers
are broken and intercrossing occurs between very close individuals, it may lead to the
expression of characteristics or alterations in morphology and/or viability. Nicotiana
rastroensis is a native self-incompatible species from Serra Geral, south of Santa Catarina
Brazil. In previous observations, it was detected that the plants of N. rastroensis to be self-
fertilized, prior to the activation of the incompatibility system (two days pre-anthesis) form
seeds, but the progeny of the F1 generation, when reaching reproductive stage, shows
some individuals with malformations, ranging from a duplicate corolla to a decrease in
viable pollen production. From these observations, the question arose: Can parental

plants be heterozygous for some factors involved in the reproduction of N. rastroensis?

The main goal of this study was to describe the floral development of N. rastroensis,
as well as the morphological and reproductive characteristics of the flower, and to analyze
the alterations derived from the self-cross, in the F1 and F2 generations, as well as in the
backcrosses of the wild morpho by F1. Particularly, we intend to (1) describe the floral
development of N. rastroensis; (2) describe the morphological characteristics of the wild
flower of N. rastroensis; (3) characterize the male and female fertility from wild flowers of
N. rastroensis, expressed by the quantity and viability of pollen grains, the number of
ovules and seed germination percentage; (4) describe the morphological alterations as a
product of self-pollinations (geitonogamy) in the F1 and F2 generations, as well as in
backcrosses of wild individuals (WT) and F1 of N. rastroensis and; (5) determine the effects
on male and female fertility in individuals of the F1and F2 generations and back crossing

of N. rastroensis.



It was found that the development pattern of N. rastroensis is very similar to the
one described for other solanaceous species; the flower morphology is also very similar
to the species of Alatae section. Male fertility in the wild morpho is good, on average 696
pollen grains are produced with a viability above 80%; female fertility also has high values,
with 334 ovules produced on average, with a germination percentage of 47%. When self-
pollinations were performed, individuals of the F1 and F2 generations, as well as the
backcross, developed a double-flower, with appendages in the petals, with similar
characteristics to the same petal, in addition, they presented variations in the length of the
corolla, pistil and stamens. Male fertility decreases significantly as genetic variability of
the wild morpho is lost due to self-pollination. Female fertility only declines in the
percentage of seed germination, while ovule production does not show any drastic

changes.

N. rastroensis self-incompatibility occurs between organs of the same flower, but
not among flowers of the same individual. Wild morpho is heterozygous and is
endogamically depressed, this is demonstrated by the fast occurrence of morphological
and reproductive alterations in F1and F2. Backcrosses carried out show that it is possible

the improvement and recovery of wild morpho characteristics.



. INTRODUCCION

1.1. Endogamia

El éxito reproductivo en las angiospermas se debe en gran parte a la evolucién de
varios mecanismos morfolégicos, fisioldgicos y genéticos, que promueven la fecundacion
cruzada aumentando la variabilidad genética (Lande y Schemske, 1985). Sin embargo,
muchas especies de angiospermas producen flores que poseen, tanto a los 6rganos
reproductivos masculinos (androceo), como femeninos (gineceo), en estas flores
hermafroditas, la cercania entre los 6rganos reproductivos de ambos sexos, favorece que
el polen llegue al estigma de la misma flor, condicion que aumenta la probabilidad de
autofecundacion (Kao y McCubbin, 1996; Lebel-Hardenack y Grant, 1997; Charlesworth,
2002; Barrett, 2002). Al aumentar los eventos de autofecundacién, las poblaciones
experimentan una depresion genética por endogamia, esto es, una reduccion en el valor
adaptativo de un caracter, debido a la cruza de elementos genéticos estrechamente
relacionados (de Nettancourt, 1977, 2001; Lande y Schemske, 1985; Mauseth, 2003).
Segun Barrett y Kohn (1991), la depresion por endogamia permite la expresion de alelos
recesivos perjudiciales, procedentes de ambos progenitores, ya que suele producirse por
el cruzamiento genético entre parientes proximos (Harwood y Amos 1998). Para las
especies con fecundacién cruzada, el entrecruzamiento con individuos estrechamente
emparentados, lleva a grandes problemas con consecuencias drasticas para algunos
alelos, este fendmeno es comun, tanto en plantas, como en animales (incluyendo al
humano). El cruzamiento de individuos estrechamente emparentados, se manifestara en

efectos deletéreos como las caracteristicas ligadas a la adecuacion (Kaback 2000).



. ANTECEDENTES

2.1. Polinizacion y fecundacién

La reproduccion sexual en angiospermas involucra tres pasos: 1) formacion de
células haploides por meiosis, 2) formacién de gametos y 3), la fusién de los gametos
para formar el cigoto. Una importante consecuencia genética de la reproduccion sexual
es que se produce una descendencia con genotipos nuevos, producto de la
recombinacién (Silvertown y Charlesworth, 2001). Las variaciones genéticas dentro de
las poblaciones de plantas estan influenciadas por las interacciones entre factores
genéticos y ecoldgicos, en donde los factores genéticos, tales como los sistemas
reproductivos, la tasa de mutacion y la dominancia pueden ser afectados por los factores
ambientales (Naik, 1984).

La polinizacion es el proceso inicial en la reproducciéon sexual de las
angiospermas, esta incluye la liberacion de los granos de polen de la antera y su
transporte al estigma, a través de diferentes vectores. Una vez que los tejidos femeninos
(generalmente el estigma), reconocen el grano de polen, éste germina, produciendo un
tubo polinico que crecera a través del estilo hasta el ovario, dentro del tubo polinico se
transportan los nucleos espermaticos, que son liberados dentro del saco embrionario
para que ocurra la doble fecundacion. La fecundacion es el unico evento en las plantas
que involucra la interaccion célula-célula entre los tejidos femeninos (estigma, estilo y
ovario) y el gametofito masculino a través del tubo polinico. El estigma actua como una
superficie receptiva para atrapar los granos de polen, y en algunas especies forma una
barrera inicial contra el polen indeseado. El tejido de transmision del estilo sirve para

extender y guiar al tubo polinico hacia el ovario (Marquez et al., 2013).

En las flores hermafroditas, los 6rganos sexuales femeninos y masculinos se
encuentran muy préximos, caracteristica que promueve la fecundacion entre individuos
de la misma especie (fecundacion cruzada) o dentro de un solo individuo
(autofecundacién; Barrett, 2002; Mauseth, 2003). En la autofecundacién, un carpelo es
polinizado por el polen de la misma flor (autogamia) o de diferente flor de la misma planta
(geitonogamia). La alogamia se presenta, tanto por geitonogamia como por xenogamia,



ya que implica la transferencia de polen de una flor al estigma de la otra, ya sea dentro

de una misma planta o entre diferentes plantas.

2.2. Adaptaciones que previenen la depresion por endogamia

Los sistemas reproductivos encierran todos los aspectos de la expresién sexual
en plantas que afectan a la contribucidn relativa de la siguiente generacion, ya que
incluyen adaptaciones que suscitan la fecundacion cruzada (Dafni, 1992). Entre las
adaptaciones morfofisioldgicas, que evitan la autofecundacion, la hercogamia se refiere
a la separacion espacial de las estructuras sexuales, es decir, la posicion espacial de las
anteras con respecto al estigma. Por otro lado, la dicogamia comprende la separacién
temporal en la maduracién de los érganos sexuales, cuando las anteras maduran antes
de que el estigma se encuentre receptivo, se denomina protandria, por el contrario, si el
estigma madura antes que los granos de polen, se llama protoginia (Darwin, 1859;
Massinga et al., 2005; Rea y Nasrallah, 2008). Otra adaptacion es la unisexualidad, sélo
el 4% de las angiospermas son dioicas, con flores estaminadas separadas de flores
pistiladas en dos plantas diferentes. También existen angiospermas monoicas con flores
femeninas y masculinas en la misma planta (Bawa y Beach, 1981; Dellaporta y Calderon-
Urrea, 1993; Ainsworth, 2000; Barrett, 2002; Ingrouille y Eddi, 2006; Pugnaire y
Valladares, 2007).

2.2.1. Sistemas de autoincompatibilidad (Al)

Uno de los mecanismos mas usado por las angiospermas, para evitar la
endogamia y promover la generacion y mantenimiento de la diversidad genética, es la
autoincompatibilidad (Al), la cual se define como la incapacidad de las plantas
hermafroditas, fértiles, para producir cigotos después de la autopolinizacién. Este proceso
se encuentra controlado genéticamente, permite al pistilo reconocer y rechazar el polen
propio o el polen genéticamente muy cercano. Si un grano de polen de una planta
autoincompatible llega a su propio estigma, o en el estigma de una planta genéticamente
relacionada, el polen no germina o produce un tubo polinico con crecimiento deficiente,

que no alcanza el ovario (de Nettancourt, 1977).



El fuerte control genético que ejercen los sistemas de Al restringe fuertemente la
introgresion con los padres y las cruzas con otros miembros de la progenie. De esta
manera, la polinizacidon cruzada aumenta la capacidad de sobrevivencia y reproduccion,
y contribuye asi a la diversidad genética de la siguiente generacion (Jiménez-Duran y
Cruz-Garcia, 2011). En muchos casos, la incompatibilidad esta controlada genéticamente
por un solo locus multialélico, conocido como el locus S, el cual determina la especificidad
del reconocimiento o rechazo del polen. Esto implica que los productos del locus S,
expresados en el polen y en el pistilo, interaccionan para determinar si un polen dado es
autocompatible o autoincompatible (Dickinson, 1990). El locus S incluye dos genes
estrechamente ligados. Una unidad transcripcional codifica la determinante masculina
con expresion especifica en el polen, y la otra codifica a la femenina, con expresién
exclusiva en el pistilo (Jiménez-Duran y Cruz-Garcia, 2011). Algunas plantas, con flores
hermafroditas, han desarrollado sistemas de incompatibilidad que promueven la
polinizacién cruzada. Los sistemas de incompatibilidad se clasifican en heteromérficos y

homomorficos.

Los sistemas de incompatibilidad heteromdérficos estan controlados también por un
locus S, el cual contiene de tres a siete genes, que controlan el dimorfismo floral y los
sistemas de incompatibilidad (Labone et al., 2009). Estos sistemas presentan diferencias
morfolégicas que pueden ser vistas en el esporofito. Dependiendo de la arquitectura
floral, la incompatibilidad heteromorfica se puede distinguir en dos tipos de morfos florales
en las especies distilicas, o en tres morfos florales en el caso de las especies tristilicas,
cada uno de estos sistemas difieren en la altura del estilo, altura de la antera, tamafio y
cantidad del polen. Ademas, la incompatibilidad heteromoérfica ayuda a promover la
fecundacion cruzada, y el reconocimiento bioquimico del polen propio ayuda a evitar la

autofecundacion (Ingrouille, 1992; Raghavan, 1997; Pugnaire y Valladares, 2007).

En el sistema de incompatibilidad homomorfico existe un solo morfo floral en la
poblacién y la prevencion de la autogamia depende unicamente de una respuesta
quimico-fisioldgica, dicha autoincompatibilidad, puede ser gametofitica o esporofitica, y

solo se diferencian por el sitio de expresion del alelo S (Fig. 1) (De Nettancourt, 1977;



Frankling-Tong et al.,, 2003; Pugnaire y Valladares, 2007). Los sistemas de
autoincompatibilidad se distribuyen ampliamente en las angiospermas y estan presentes

en 91 de las 271 familias descritas (Dickinson et al., 1992).

La autoincompatibilidad gametofitica esta controlada generalmente por un locus
S, con un gran numero de alelos, donde cada planta contiene uno o dos diferentes alelos
S (por ejemplo S1S1, S3S4), de modo que el pistilo puede ser homécigo o heterdcigo y el
50% de los granos de polen llevan un alelo S y el otro 50% llevan el otro alelo S. cuando
el polen llega sobre el estigma, éste germina y produce un tubo polinico que crece a
través de la matriz extracelular del tejido de transmision del estilo, si el grano de polen
haploide comparte un alelo con el pistilo, el crecimiento del tubo polinico se detiene
generalmente a nivel del estilo (Levin, 1986; Silvertown y Charlesworth, 2001; Fig. 1A).
La autoincompatibilidad gametofitica se ha descrito en mas de 60 familias de plantas con
flores (Kao y McCubbien, 1996), siendo estudiada con mayor detalle a nivel molecular en
Papaveraceae y en miembros de la familia Solanaceae, incluyendo a Nicotiana, Petunia,

Solanum y Lycopersicum.

La autoincompatibilidad esporofitica esta controlada por un locus S, con varios
alelos, cada planta tiene dos alelos diferentes y pueden ser homaocigo o heterdcigo, pero
la especificidad del polen, asi como la del pistilo esta controlada por el tejido esporofitico,
de manera que cada grano de polen se comporta como si tuviera dos alelos S, a pesar
de que solo contenga uno, de expresion haploide. Si el polen proviene de una planta que
contenga un alelo en comun con el tejido parental, el crecimiento del tubo polinico se
inhibe en la superficie del estigma (Levin, 1986; Silvertown y Charlesworth, 2001; Fig.
1B). La autoincompatibilidad esporofitica ha sido estudiada en tres familias
esencialmente Brassicaceae, Asteraceae y Convolvulaceae, siendo Brassica la especie
mas estudiada (Kao y McCubbien, 1996).
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Figura. 1. Sistemas de incompatibilidad. Comunmente, las plantas rechazan el polen que corresponde
a su propio tipo. Este rechazo es controlado por genes en el locus de autoincompatibilidad (locus-S).
Sistema de incompatibilidad gametofitico: el tipo de polen es controlado por el genotipo haploide de los
granos de polen. Una planta heterocigota para dos alelos del locus-S produce polen incompatible de dos
tipos (S1/S2). Solo el polen incompatible del tipo Ss es aceptado. Otro tipo de polen es rechazado durante
su transmision en el estilo (A). Sistema de incompatibilidad esporofitico: el tipo de polen es controlado por
el locus-S diploide de la planta que lo produce. La dominancia es posible (p.e. Sz dominante) y la planta
produce polen de un solo tipo. Dicho polen no puede fertilizar una planta con un alelo S2. El polen es
rechazado en la superficie del estigma (B). Las letras (S1, Sz y S3) indican el genotipo del grano de polen y
del estigma. Tomado de Silvertown y Charlesworth (2001).

2.3. Sistema de Al en Solanaceae

En la familia Solanaceae, la respuesta de autoincompatibilidad se caracteriza
porque, tanto los granos de polen compatibles como los incompatibles son hidratados, y
tienen una germinacion normal sobre el estigma. Inicialmente ambos tipos de tubos
polinicos son morfolégicamente iguales. Sin embargo, el crecimiento de los tubos
polinicos incompatibles es inhibido a nivel del tercer segmento superior del estilo. La
inhibicion es caracterizada por la deposicion anormal de calosa y engrosamiento de la

pared del tubo polinico. Los estudios clasicos de genética han establecido que, en
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muchas especies, la autoincompatibilidad esta controlada por un locus multialélico S (de
Nettancourt, 1977; Kao y McCubbin, 1996; Takayama e Isogai, 2005).

En las familias Solanaceae (Nicotiana, Petunia, Solanum), Rosaceae (Prunus) y
Scrophulariaceae (Antirrhinum), los productos del locus S en el pistilo son proteinas con
actividad ribonucleasa. Estas proteinas son conocidas como S-RNasas, las cuales son
glicoproteinas que se secretan hacia la matriz extracelular del tejido de transmision del
estilo, por donde se dirige el tubo polinico hacia al ovario (Anderson et al., 1986; McClure
et al., 1989; McClure et al., 1993; Kao y Tsukamoto, 2004; de Nettancourt, 2001; McClure
y Franklin-Tong, 2006). El lugar en donde las S-RNasas acceden al citoplasma del tupo
polinico es donde causan la degradacion del RNA de los tubos polinicos incompatibles
(McClure et al.,, 1990). Esta actividad citotoxica afecta el crecimiento de los tubos
polinicos incompatibles, interfiiendo con el programa de expresion génica del polen
(McClure y Franklin-Tong, 2006). Cuando las S-RNasas pierden su actividad, no se
observa degradacién del RNA y las plantas no presentan el fenotipo de rechazo del polen
(Huang et al., 1994).

El producto del locus S, en el polen, se identificé en Petunia inflata (Sijacic et al.,
2004). Este gen se conoce como SLF (S-locus F-box gene) en solanaceas o SFB (S-
hapolotype-specific F-box protein) en Rosaceae, y es miembro de una familia de
proteinas que contiene una caja F hacia su extremo amino terminal. La expresion de SLF
es haplotipo S-especifica, y se restringe al polen y por lo tanto es la determinante
masculina (Sijacic et al., 2004; Yamame y Tao, 2009). Los miembros de la familia de
proteinas con caja F se asocian con la via de degradaciéon de proteinas, por el
proteosoma 26S (Sullivan et al.,, 2003). La proteina SLF podria funcionar como una
enzima ligasa tipo E3 (Sijacic et al., 2004). La degradacion de proteinas via el proteosoma
26S involucra el marcaje por poliubiquitinacién de las proteinas que se van a degradar.
En este proceso las enzimas ligasas E3 representan un paso crucial en el control de la
poliubiquitilacién de la proteina blanco, ya que reconocen la sefial de ubiquitilacion en la
proteina seleccionada y coordinan la transferencia de la ubiquitina (proteina de 76 kD)

desde la ligasa E2, a un residuo de lisina de la proteina blanco (Sullivan et al., 2003).
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2.4. Sistema de Al en Nicotiana

La seccion Alatae del género Nicotiana es un grupo monofilético, que incluye
especies tanto compatibles como incompatibles (Fig. 2A), compuesta por ocho especies
que exhiben una gran diversidad en la morfologia floral, el tamafio de la flor, el sistema
de cruza y los polinizadores (Lee et al., 2008; Kelly et al., 2010; Fig. 2B). Las especies
autoincompatibles tienen un numero cromosémico de n=9 y comprenden a N. alata, N.
forgetiana, N. langsdorffii, N. bonariensis, N. mutabilis y la especie de la presente
investigacion, N. rastroensis; se restringen al sudeste de Brasil, Paraguay, Uruguay y el
este de Argentina. Las especies autocompatibles son N. longiflora y N. plumbaginifolia,
ambas con numero cromosémico n=10 y tienen una distribucion mas amplia. Nicotiana
longiflora se encuentra en el norte de Argentina, sur de Bolivia, Paraguay y Uruguay
(Kaczorowski et al., 2005; Raguso et al., 2006; Lee et al., 2008).

Nicotiana seccion Alatae
Nicotiana sylvestns
N alata
N langsdorfi
Rastroensis ' [:] 1=9
N mutabilis
N forgetiana

N bonarnensis

N plumbagmnifolta —

o
@
3
N longiflora 1 "

|
n=10
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Figura. 2. Especies de la seccion Alatae del género Nicotiana. Filogenia tomada de Lee et al. (2008), se
muestra la relacion entre los clados, el grupo extremo y el numero cromoésomico (A). Morfologia floral
asociada a los polinizadores (tomado de Kaczorowski et al., 2012; B).

2.5. El caso de Nicotiana rastroensis

En la actualidad se menciona que las especies autoincompatibles evitan la
autofecundacion para prevenir los efectos deletéreos de la endogamia; sin embargo, los
datos que documentan que tipo de malformaciones y en qué generacion, después de la

autofecundacion, aparecen éstos son muy limitados.

Nicotiana rastroensis es una especie originaria de Serra Geral al sur de Santa
Catarina Brasil, ocupa valles aislados de montafas (Lee et al., 2008). N. rastroensis
presenta una antesis crepuscular, es decir, su flor abre en la tarde. Presenta volumenes
de néctar bajos, sin embargo, la calidad energética es de las mas altas que se conocen
para el género. La coloracién y forma de la corola, asi como las caracteristicas del néctar
le confieren un sindrome de polinizacién ornitéfila (por colibries) aunque también recibe
la visita de abejas de la familia Halictidae y abejorros del género Bombus (Kaczorowski

et al., 2005). Produce fragancias relativamente débiles, que se componen de terpenoides
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y alcoholes aromaticos y aldehidos, ademas, produce nicotinato de metilo (Raguso et al.,
2006).

Las semillas fueron proporcionadas por el Dr. T.P. Holtsford (Universidad de
Missouri, EUA), al Dr. Felipe Cruz Garcia de la Facultad de Quimica. Las semillas
provienen de colectas realizadas en Bom Jardim da Serra, Rio do Rastro, Brasil (28° 23’

S y 49°33°'W), una regién con clima templado, a 1500 msnm, con una temperatura media

anual de 12 °C y temperaturas minimas que han alcanzado -17 °C (Fig. 3; Kaczorowski
et al., 2005; Raguso et al., 2006).
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Figura 3. Ubicacion de la poblacién natural de Nicotiana rastroensis en Brasil.

En una colaboracion con el grupo del Dr. Felipe Cruz Garcia, se detect6 que las
plantas de N. rastroensis eran autoincompatibles, debido a que todas las flores que

producia la misma planta no eran fecundadas y abortaban.

Durante un experimento previo, en el cual se autofecundaron flores de la planta
madre (determinada aqui como WT), algunos individuos de la F1 mostraron
malformaciones, que iban desde una corola duplicada hasta una disminucién en la
produccion de polen viable, una caracteristica poco habitual, ya que se argumenta que
los efectos de la depresion endogamica no aparecen de inmediato, ni habia sido
reportada para ninguna especie de Nicotiana, sugiriendo que los individuos cultivados

presentaban algun nivel de depresién endogamica.
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A partir de estas observaciones, se planted la pregunta ¢ la planta parental puede
ser heterocigotica para algunos factores involucrados en la reproduccion de N.
rastroensis? El primer paso para responder esa incognita, fue evaluar algunos efectos
visibles y cuantificables de la depresidén por endogamia en N. rastroensis, utilizando como
sistema de estudio una poblacién segregante, obtenida de las plantas silvestres

autoincompatibles de esta especie.
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. HIPOTESIS

Si plantas de Nicotiana rastroensis provienen de una poblaciéon que tiene una
depresion endogamica, la induccion artificial de la autofecundacion en el morfo silvestre
dara como resultado una disminucion en la variabilidad genética de la progenie, misma
que se vera reflejada en la morfologia de las nuevas plantas y/o en sus caracteristicas
reproductivas. Por otro lado, al realizar retrocruzas, la variabilidad genética aumentara en
la nueva progenie, de manera que los fenotipos obtenidos seran mas similares a los del

morfo silvestre.

IV. OBJETIVOS
Objetivo general

e Describir el desarrollo floral de Nicotiana rastroensis, asi como las caracteristicas
morfoldgicas y reproductivas de la flor, y analizar las alteraciones derivadas de la
autofecundacion en las generaciones F1, F2, asi como en las retrocruzas del morfo

silvestre por F1.

Objetivos particulares

e Describir el desarrollo y morfologia floral de N. rastroensis en plantas silvestres
(WT).

e Caracterizar la fertilidad masculina y femenina de la flor silvestre de las
generaciones F1y F2 y retrocruzas de N. rastroensis, expresadas por la cantidad
y viabilidad de los granos de polen, la cantidad de o6vulos y porcentaje de
germinacién de semillas.

e Describir las alteraciones morfolégicas, producto de las autopolinizaciones
(geitonogamia), en las generaciones F1y F2, asi como en retrocruzas de individuos
silvestres (WT) y F1 de N. rastroensis.

e Determinar los efectos en la fertilidad masculina y femenina en los individuos de

las generaciones F1y F2, y retrocruzas de N. rastroensis.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cruzas autégamas y obtencién de las generaciones F1y F2

Debido a que Nicotiana rastroensis es una especie autoincompatible, las
polinizaciones se realizaron en etapa de preantesis (antes de activarse el sistema de
incompatibilidad, aproximadamente dos dias previos a la antesis), se emascularon las
flores y se adicioné exudado de otras flores al estigma polinizado. El polen fue colectado
de otras flores del mismo individuo (geitonogamia) para obtener una linea genética
(lamada F1). Para ello se utiliz6 una planta silvestre de N. rastroensis (llamada WT). Se
cosecharon las semillas obtenidas de esta autopolinizacién y que representan a la F1, se
germinaron en condiciones controladas en el invernadero. Para obtener la generacion F2
se autopolinizé una planta F1 que presento alteraciones en la corola (Fig. 4). Todas las
plantas se mantuvieron en el invernadero de la Facultad de Quimica de la UNAM, bajo

condiciones estandar, controladas.

Corola normal Corola normal

Retrocruza

w8 F

Corola normal Doble corola

F
Doble corola Corola normal

Fa

Figura 4. Modelo experimental de las cruzas realizadas en Nicotiana rastroensis.
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5.2. Analisis morfolégico e histolégico

Para evaluar las malformaciones en la corola, formacién de évulos y polen de los
progenitores WT, asi como de las generaciones F1, F2 y retrocruza: se fijaron flores en
antesis en FAA (Formaldehido, acido acético, etanol 96% y agua destilada). Para eliminar
el exceso de fijador de las muestras, éstas se lavaron dos veces con agua y se
deshidrataron en etanoles graduales (70%, 85%, 96%, 100% y 100%), durante una hora
cada uno. Todo el material primeramente se analiz6 con microscopio estereoscopico y
se seleccionaron algunas muestras para ser observadas en el microscopio electronico de

barrido (MEB), una parte se incluyé en LR-White y otra en Paraplast.

5.3. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para conocer el efecto de las autopolinizaciones, se disectaron total o parcialmente
botones y flores en diferentes etapas de desarrollo, removiendo los sépalos. Una vez
llevada a cabo la deshidratacion en etanoles graduales, se procesé el material en una
desecadora de punto critico (CPD-030 Bal-Tec) con COz2. Este material se montd en
portamuestras metalicos sobre cinta conductora de carbdn y se cubrieron con oro en una
ionizadora Denton VaccumDesk-Il, para posteriormente observarlos en el microscopio
electronico de barrido Jeol JSM-5310VL y se tomaron las fotografias correspondientes
(L6pez et al., 2005).

5.4. Inclusion en LR-White

Después de la deshidratacion, las muestras se colocaron en una mezcla de resina
LR-White:etanol absoluto (1:1), durante 24 horas. Posteriormente se impregnaron en LR-
White puro, durante 24 horas y las muestras se polimerizaron en ausencia de oxigeno en
capsulas de gelatina, en una estufa a 56°C. Se realizaron cortes de 1-2um de grosor en
un ultramicrétomo JMC-MT 990, con cuchillas de vidrio y se tifieron con azul de toluidina
1% (Lopez et al., 2005).
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5.5. Inclusion en Paraplast

En seguida de la deshidratacion, los botones florales y flores en distintas etapas
de desarrollo, se pasaron inicialmente en xilol por 15 minutos y posteriormente por
mezclas xilol:paraplast (1:1), durante 12 horas como tiempo minimo y 24 horas como
maximo, dentro de una estufa, a una temperatura de 56°C. Posteriormente las muestras
se impregnaron con paraplast puro, durante 24 horas y se incluyeron en paraplast puro,
en moldes metalicos. Se obtuvieron cortes de 4—-8 um de grosor en un micrétomo de
rotacion American Optical 820. Los cortes se desparafinaron durante una hora en una
estufa a 56°C y se pasaron por tres cambios de xilol, por un cambio en la mezcla de xilol-
etanol absoluto (1:1) y posteriormente se hidrataron en etanol 96 %, durante tres minutos
en cada uno. Posteriormente se tifieron con safranina-verde rapido en metilcelosolve
(Lopez et al., 2005).

5.6. Produccion de granos de polen

Para evaluar la produccion de polen, se realizé la técnica de Cruden (1983). Las
anteras (aun cerradas) de cada flor en antesis se colectaron y colocaron en un vial, se
metieron en una camara de vacio con silica gel, hasta que abrieron, se retiraron las
anteras y al polen contenido en el vial, se le agregé detergente comercial con un cierto
volumen de agua, para evitar la aglutinacién de polen, se tomaron alicuotas de polen y
se registré el numero de éstos en una camara de Neubauer y se calculé el numero de

granos de polen producidos por flor.

5.7. Viabilidad de granos de polen

Para evaluar la viabilidad del polen, mediante la germinacion in vitro de los granos
de polen, se colecté polen fresco de las cinco anteras en antesis de cada flor, en tubos
tipo Falcon, de 15 ml y se mezclé con 6 ml de medio de cultivo liquido. La mezcla se
colocé en cajas de vidrio estériles, de 100 mly se incubd a 30 °C por 16 horas. Se tomaron
muestras, se observaron al microscopio de luz y se conto el total de granos de polen con

y sin tubos polinicos.



20

5.8. Produccion de 6vulos

Para evaluar la cantidad de 6vulos producidos, de cada cruza se utilizaron 30
ovarios maduros, fijados en FAA, se disectaron y se contaron los 6vulos en su interior
desprendiéndolos con aguja de diseccion, el conteo se hizo bajo microscopio

esteroscoépico y con ayuda de un contador manual.

5.9. Viabilidad de semillas

Se colectaron semillas de los frutos obtenidos en cada cruza, el numero de éstas
fue variable, debido a que los frutos son capsulas que dispersan las semillas activamente
(por explosion), ademas las semillas miden menos de 1 mm, por lo que fue dificil
retenerlas, inclusive embolsando las flores. Las semillas se pusieron a germinar en tierra
esterilizada, bajo condiciones de invernadero y después de un mes (tiempo promedio que
tardan para germinar) se hizo el conteo, una semilla se consideré como germinada una

vez que se observaron los cotiledones.

5.10. Analisis de datos

La produccion de granos de polen, la viabilidad del mismo, el numero de 6vulos
producidos y el porcentaje de germinacion se sometieron a una prueba de normalidad,
ésta fue negativa, por lo que cada bloque se analizé mediante la prueba de Kruskal-
Wallis. En todos los casos se asumié como hipétesis nula, que los parametros medidos
eran iguales para todas las generaciones y, como hipétesis alterna se asumioé que habia
diferencia entre la F1, F2 y retrocruza con respecto a la WT. Se consider6 un error alfa de
0.05.

5.11. Hercogamia

Debido a que se observd que en las generaciones F1, F2 y retrocruza, la longitud
del pistilo y los estambres variaban con respecto a la longitud de la corola, se midieron
dichas estructuras en 11 flores de cada generacion, para ello se utilizd un vernier
electronico, el grupo control fue el morfo WT y se comparé con el resto de los grupos.

Los datos se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con un error alfa de 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1. Desarrollo de las flores silvestres (WT)

El meristemo floral se encuentra cubierto por una bractea (Fig. 5A). El desarrollo
del primer verticilo (caliz) es asincronico. Se origina el primer primordio del sépalo y los
cuatro primordios subsecuentes surgen alternamente en posiciones variables. Cuando el
primer primordio de sépalo comienza a engrosarse y curvarse, surgen tricomas en la cara
abaxial; los otros cuatro primordios también presentan dichas caracteristicas conforme

van surgiendo (Figs. 5A-C).

En la Fig. 5D se aprecia como se da el surgimiento asincronico de los primordios
de este verticilo y sélo se formaron cinco sépalos, por lo que el céliz es pentamero, y se
distinguen ya los primordios del segundo verticilo floral, la corola, (flechas rosas). Los

pétalos surgen alternos a los sépalos y también son asincronicos (Fig. 5D).

Seguido de la formacion de los pétalos, el tercer verticilo comienza a desarrollarse,
el androceo. Los cinco primordios de estambres comienzan a surgir de forma simultanea
(Fig. 5E). Posteriormente ocurre la iniciacion del cuarto verticilo, el gineceo, el cual se
inicia con la formacion de dos primordios carpelares ubicados en el centro del botdn floral
(Fig. 5F).

Los primordios de carpelos se van diferenciando y comienzan a adquirir una forma
cilindrica y una hendidura se hace evidente. Para esta etapa los cinco primordios de
estambres comienzan a alargarse y a ensancharse para formar las estructuras
correspondientes a los l6bulos de la antera (Fig. 6A). Los dos carpelos se han alargado
y la hendidura se va cerrando para formar la cavidad del ovario. Al mismo tiempo, cada
primordio de estambre se ha alargado para formar el filamento y las anteras comienzan
a verse bilobuladas, posteriormente se distinguen tetrasporangiadas (Fig. 6B). Los cinco
primordios de pétalos también se alargan, para proteger a los verticilos internos (Fig. 6C).
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Figura 5. Morfologia del desarrollo de flores WT de Nicotiana rastroensis. Apice de la inflorescencia
mostrando dos botones florales (A). Dos botones florales, en el mayor se han iniciado la diferenciacién de
los sépalos (B). Engrosamiento y curvamiento de los sépalos (C). Céliz pentdmero, los niumeros sefialan
la secuencia de surgimiento de los sépalos. Las flechas indican los primordios de estambres (D). Cinco
estambres en desarrollo y surgimiento de los primordios de pétalos (E). Botdn floral con pétalos, estambres
y en el centro se aprecia el surgimiento de dos primordios de carpelo (F).

Br: bractea; Ca: carpelo; Es: estambre; Mf: meristemo floral; Pe: pétalo; Se: sépalo. Flecha blanca =
primordio de sépalo. Cabeza de flecha = sépalos removidos.
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Figura 6. Desarrollo de flores silvestres de Nicotiana. rastroensis en etapa avanzada. Presencia de
cinco sépalos (removidos), cinco pétalos y cinco estambres y dos carpelos en desarrollo (A). Las anteras
son tetrasporangiadas (B). Botdn floral donde se diferencian los estambres con sus filamentos y anteras,
en donde se ve la linea de dehiscencia, el pistilo con estigma, un estilo corto y ovario y la cara adaxial de
la corola presenta tricomas (C). Estigma con papilas en desarrollo (D). Flor con los cuatro verticilos florales.
El céliz y la corola con tricomas en la cara adaxial (E). Ovulos en desarrollo (F).

An: antera; Ca: carpelo; Co: corola; E: estilo; Es: estambre; Et: estigma; Fi: filamento; Ov: dvulos; Ova:
ovario; Pe: pétalo; Se: sépalo; Cabeza de flecha = sépalos removidos.
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El gineceo sincarpico comienza a desarrollarse por la fusidén y alargamiento de los
carpelos, lo que resulta en un ovario ensanchado, un estilo alargado y un estigma
evidentes a simple vista y en su forma caracteristica (Fig. 6C). Ademas, para esta etapa,

el estigma comienza a formar cientos de papilas estigmaticas (Fig. 6D).

En etapas intermedias de desarrollo, el gineceo se caracteriza por un ovario con
cientos de 6vulos en desarrollo en su interior, un estilo alargado que eleva al estigma mas

alla de las anteras. El estigma es prominente y ligeramente bilobulado (Fig. 6E).

Conforme los sépalos y pétalos se elongan, surgen varios tricomas, tanto en la
cara adaxial como en la abaxial. Las anteras son bitecas, con una incipiente linea de
dehiscencia longitudinal mas evidente y los filamentos comienzan a alcanzar tamafos
variables (Fig. 6E).

La corola tiene un crecimiento tubular en la base, pero los apices de los pétalos se
encuentran separados. Lo mismo sucede, en un principio, con el caliz y en un algun
momento deja de crecer en comparacion con la corola. Tanto el caliz como la corola
presentan tricomas en la cara abaxial, siendo mas abundantes y largos en el caliz (Fig.
6F).

6.2. Morfologia floral de las plantas silvestres (WT)

Las flores silvestres de Nicotiana rastroensis (WT) son hermafroditas, actinomorfas
y tubulares (Fig. 7A). El caliz esta formado por cinco sépalos, cuya base esta fusionada
pero los apices son libres (Fig. 7B), en la epidermis abaxial presentan tricomas
glandulares, la epidermis adaxial es parenquimatica y presenta tricomas cortos y

escasos, la subepidermis esta lignificada (Figs. 7C y D).

La corola es gamopétala, de color rosa y consta de cinco pétalos que se
encuentran fusionados formando un tubo floral, excepto en el extremo apical, donde se
distinguen cinco Iébulos, redondeados, libres y tiene una longitud promedio de 23.26 +
0.068 mm. Los pétalos son dos o tres veces mas largos que los sépalos y presentan
tricomas en el envés (Fig. 7E).
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El androceo consta de cinco estambres y tienen un filamento largo, que sostiene
a una antera, la longitud promedio de los estambres es 20.61 + 0.138 mm. Las anteras
son de color café y basifijas, constan de dos I6bulos y son tetrasporangiadas, con una

linea de dehiscencia longitudinal, extrorsa (Figs. 7F y G).

El gineceo es sincarpico y bicarpelar. El estigma es bilobulado y de color verde en
antesis, con papilas estigmaticas que presentan abundante secrecién en la superficie
(Fig. 7F y H). El estigma se presenta por arriba de las anteras (hercogamia por
aproximacion, para evitar la autopolinizacion), pero sin sobresalir del tubo de la corola. El
ovario es supero y encierra a cientos de 6vulos, que aparecen unidos a una placenta axial
(Figs. 7D, 1), la longitud del pistilo es de 22.46 £ 0.131 mm.

La pared de la antera madura esta constituida por una epidermis y un endotecio,
con engrosamientos lignificados, que al romperse permite la dehiscencia de la antera y
la liberacion de los granos de polen (Fig. 8A). Los granos de polen pueden ser de dos
tipos, granos de polen bien formados (tricelulares y tricolporados, considerados como
viables) y granos de polen vacios (abortivos; Fig. 8B). El estilo es solido en la base y en

el apice y se compone de epidermis, parénquima y tejido de transmision (Figs. 8C).

La pared del ovario esta formada por una epidermis externa, una epidermis interna
y, entre ellas, varios estratos de células parenquimaticas. Dentro del ovario crecen un
gran numero de ovulos, los cuales culminan su desarrollo completo. Los évulos son
anatropos, uniitégmicos, con un corto funiculo que los une a la placenta. El saco
embrionario obedece a un desarrollo de tipo Polygonum y se encuentra rodeado por

escasa nucela (Fig. 8D).
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Figura 7. Morfologia floral de las plantas silvestres de Nicotiana rastroensis. Morfo silvestre (A).
Sépalos, tubo y pétalos de la corola (B). Corte longitudinal de la flor mostrando los principales tejidos del
caliz y la corola (C). Corte longitudinal de la flor mostrando el ovario (D). Tricomas en el envés del pétalo
(E). Vista superficial del androceo y gineceo en el tubo de la corola (F). Filamentos y anteras (G). Estigma
con papilas secretoras (H). Ovario con évulos unidos a la placenta (1).

ab: abaxial; ad: adaxial; An, antera; Co: corola; T, tubo de la corola; Et, estigma; Fi, filamento; Ov, 6vulo;
Pa: pared del ovario; Pe, pétalo; PI, placenta; Sbe: subepidermis; Tc, teca.
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Figura 8. Detalle de las anteras y el pistilo del morfo silvestre de Nicotiana rastroensis. La pared de
la antera compuesta de epidermis, endotecio, capa media y restos de tapete secretor (A). Granos de polen
viables y abortivos (B). Corte longitudinal de una seccion del estilo, el cual presenta epidermis, tejido de
transmision y parénquima. (C). Pared de ovario y 6vulos anatropos, unitégmicos (D).

Cm, capa media; En, endotecio; Ep, epidermis; Fu, funiculo; gpa, grano de polen abortivo; gpv, grano de
polen viable; Ov, 6vulo; Pa, parénquima; PI, placenta; PO, pared del ovario; Tt, tejido de transmision.
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6.3. Desarrollo floral de las generaciones F1, F2y la retrocruza
Las primeras etapas de desarrollo tanto de las flores F1 (Figs. 9A-C), F2 (Figs.
9D-F) y retrocruza (Figs. 9G-l), tienen un desarrollo normal y parecido a las flores WT

en lo que respecta al caliz, el gineceo y el androceo.

i

. R A,
el

Retrocruza

Figura 9. Etapas de desarrollo de la flor de las generaciones F4, F2 y retrocruza. Corte longitudinal de
los primordios de sépalos, pétalos, antera y carpelo en la F1 (A), F2 (D) y retrocruza (G). Corte transversal
de botoén floral donde se encuentran los verticilos diferenciados en la F1 (B), F2 (E) y retrocruza (H). Corte
transversal de antera mostrando los cuatro microsporangios en la F1 (C), Fz2 (F) y retrocruza (1).

An, antera; Ca, carpelo; Pe, pétalo; PI, placenta; Se, sépalo.
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Los cortes longitudinales (Fig. 9A, D y G) y transversales (Figs. 9 B, E y H) de las
primeras etapas de desarrollo, muestran los primordios de sépalos, pétalos, estambres y

carpelos, sin diferencias anatémicas evidentes.

Sin embargo, en todas las generaciones la corola presenta alteraciones desde las
primeras etapas de desarrollo. Se observd que en la base de los pétalos y en posicion
abaxial, se presenta una bifurcacion, esta alteracion se desarrolla asincrénicamente en
todos los pétalos, dando la impresion de una doble corola, sin embargo, se aleja del
patron descrito para la corola del morfo silvestre, por lo tanto, en adelante esta doble
corola se compone de corola interna y externa. En las flores F1, F2 y retrocruza con doble

corola, la corola interna puede o no presentar tricomas en la base de la epidermis adaxial,

mientras que ambas corolas (interna y externa) presentan tricomas en la epidermis
abaxial (Fig. 10).

Figura 10. Alteraciones en la corola de las generaciones F1, F, y retrocruza. Corte longitudinal de una
flor con doble corola de la F1 (A). Corte longitudinal de una flor en preantesis que muestra la doble corola
de la F2 (B). Corte longitudinal de una flor con morfo parecido a la WT de la retrocruza (C);

An, antera; Coe, corola externa; Coi, corola interna; E, estilo; Et, estigma; Ova, ovario; Se, sépalo.
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6.4. Alteraciones morfologicas florales en la generacioén F1

Las alteraciones morfologicas mas evidentes detectadas en la generacion F1 son
una corola parcialmente duplicada debido a una proliferacion de tejido a partir de los
pétalos en desarrollo formando pétalos extras que surgen de la base del verticilo inicial
de la corola, pero son filamentosos, libres y mas cortos que los pétalos que se encuentran
fusionados y forman un tubo (Figs. 11A-C). Las anteras que producen una menor

cantidad de granos de polen perceptible a simple vista (Fig. 11D).

La doble corola consta de un verticilo interno completo y similar al de la flor
silvestre, es decir, presenta cinco pétalos, aunque algunas veces se distinguen cuatro
(Fig. 11D), mide en promedio 22.96 + 0.85 mm de longitud. La corola externa esta
formada por unidades (pétalos) filamentosas e independientes, sin formar un segundo
tubo floral (Figs. 11A y B), tales unidades varian en longitud y numero (2 a 7; Fig. 11B).
En antesis, ambas corolas presentan tricomas en el envés, tanto en el tubo floral como
en la parte libre de cada pétalo (Fig. 11F y H). Asimismo, hay tricomas en la base de la

cara adaxial.

Con respecto al androceo el numero de estambres es siempre cinco, como en el
morfo silvestre, con una longitud similar (20.14 + 0.73 mm). En las anteras se observa
una menor produccién de granos de polen (Fig. 11E y H). Una anormalidad detectada fue

la presencia de tricomas en algunas de las anteras (Fig. 11G).

El gineceo de la F1 es parecido al de las flores WT, pero de menor tamafio (20.84
+ 1.19 mm) con respecto al de las silvestres, el estigma es humedo y bilobular, de color
verde en antesis y con papilas estigmaticas, mientras que el numero de 6vulos es similar
(~ 328; Figs. 11H-J).

En las flores F1 con corola duplicada el proceso de la ontogenia floral es similar a
las flores silvestres, desde que el meristemo floral se encuentra cubierto por una bractea
y comienza con el desarrollo del primer verticilo (caliz) hasta la etapa donde se inicia la
formacién de dos primordios carpelares ubicados en el centro del boton floral (Figs. 12A-
Fy13AyB).
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Figura 11. Alteraciones morfolégicas en la F1. Flores M-SR1SX con corola duplicada y anteras que
producen menor cantidad de polen (A-E). Acercamiento a la epidermis abaxial de la corola (F). Antera con
tricomas (flechas, G). Flor en antesis con doble corola, estambres y ovario supero (H). Ovario con
numerosos 6vulos unidos a la placenta (l). Estigma con papilas secretoras (J).

An, antera; Coe, corola externa; Coi, corola interna; E, estilo; Et, estigma; Fi, filamento, Ova, ovario; Ov,
6vulo; Pe, pétalo; Pef, pétalo filamentoso; PI, placenta.
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Figura 12. Morfologia del desarrollo de flores F1 de Nicotiana rastroensis. Apice de la inflorescencia
mostrando tres botones florales (A). Botdn floral en el que se ha iniciado la diferenciacion de los sépalos
(B). Engrosamiento y curvamiento de los sépalos (C). Caliz pentdmero, cinco primordios de estambres y
cinco primordios de pétalos (D). Cinco estambres en desarrollo y sépalos con tricomas (E). Botén floral con
pétalos, y cinco estambres (F).

Br: bractea; Ca: carpelo; Es: estambre; Mf: meristemo floral; Pe: pétalo; Se: sépalo. Cabeza de flecha =
sépalos removidos.
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En la etapa donde los dos primordios carpelares se han diferenciado, comienzan
a adquirir una forma cilindrica y una hendidura se hace evidente, los primordios de
estambres comienzan a alargarse y a ensancharse para formar las estructuras
correspondientes a los l6bulos de la antera (Fig. 13C). Es en esta etapa cuando en la
base de la cara abaxial de los pétalos comienzan a formarse unas protuberancias
laterales y alternas a cada pétalo (flechas blancas; Fig. 13D). En la etapa en que cada
estambre se empieza a alargar para formar el filamento, las anteras comienzan a verse
tetrasporangiadas (Fig. 13E), los pétalos comienzan a alargarse y las protuberancias
laterales se hacen mas evidentes (Fig. 13F). Al finalizar esta etapa se observan tricomas

en la cara abaxial (Figs. 14A y B), la hendidura se va cerrando.

Una vez que los carpelos se han fusionado y alargado, se comienza a formar el
gineceo como en las flores silvestres (Figs. 14C y E). En esta misma etapa, las
protuberancias laterales se comienzan a engrosar y alargar, formando la corola externa
o doble corola (flechas blancas), pero entre éstos siguen surgiendo mas protuberancias
(cabezas de flecha) en la parte basal de los pétalos, alternas a la corola interna (Figs.
14D y F).

En la siguiente etapa, el gineceo continua su desarrollo como en las flores
silvestres. Las anteras son bitecas, con linea de dehiscencia longitudinal mas evidente
que en el mofo silvestre y los filamentos comienzan a ser de diferentes tamafios (Figs.
15A y B). El céliz tiene un crecimiento mayor, con respecto al resto de los verticilos y en
la etapa media del desarrollo de la flor deja de crecer. Lo mismo sucede en un principio
con la corola interna y se empieza a convertir en un tubo que cesara su crecimiento antes
de la antesis de la flor. Tanto el caliz y la corola presentan tricomas en la cara abaxial,

siendo mas abundantes y largos en el caliz (Figs. 15C y D).

Las protuberancias laterales se elongan y se fusionan parcialmente con la corola
interna, mientras que las protuberancias laterales secundarias, en un principio, estan

dobladas y al desarrollarse se elongan o se enrollan sobre si mismas (Figs.15B-D).
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Figura 13. Morfologia de las flores F1 en etapas mas avanzadas. Boton floral con cinco pétalos, cinco
estambres y en el centro se aprecia el surgimiento de dos primordios de carpelo (A). Los dos primordios
de carpelo se encuentran diferenciados y se nota una ligera hendidura (B). Botdn floral con cinco pétalos,
cinco estambres alargados y dos carpelos con una hendidura (C). En la parte basal de los pétalos
comienzan a formarse unas protuberancias laterales (flechas blancas; D). Los pétalos se comienzan a
alargar, las anteras son tetrasporangiadas y los dos carpelos con una hendidura mas pronunciada (E). Las
protuberancias en la base de los pétalos son mas pronunciadas (F).

Br: bractea; Ca: carpelo; Coi: corola interna; Es: estambre; Mf: meristemo floral; Pe: pétalo; Se: sépalo.
Cabeza de flecha = sépalos removidos.
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Figura 14. Morfologia las de flores F1 en etapas mas avanzadas. Presencia de sépalos, pétalos (ambos
con tricomas en la cara abaxial), cinco estambres (algunos con tricomas, asterisco) y carpelos en desarrollo
(A 'y B). El gineceo comienza a diferenciarse (C). Pétalo con tricomas en el envés y en la base se comienzan
a formar las protuberancias laterales (cabezas de flechas, D). Una vez que se diferencian el androceo y el
gineceo, se comienzan a fusionar los estambres (E). Las protuberancias laterales se comienzan a engrosar
y alargarse para formar los pétalos externos y entre estos siguen surgiendo mas protuberancias (cabezas
de flecha) en la parte basal de los pétalos (F).

An, antera; C, carpelo; Coi: corola interna; Coe: corola externa; Et, estigma; Pe: pétalo; Se: sépalo.
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Figura 15. Morfologia las de flores F1 en etapas mas avanzadas. Boton floral donde se diferencian los
estambres con sus filamentos y anteras; el pistilo con estigma, un estilo corto y ovario y la cara abaxial de
pétalos y sépalos presenta tricomas (A). Los pétalos internos alargados y los internos se encuentran
doblados sobre si mismos (B). Los pétalos externos e internos alargados, ambos presentan tricomas en su
cara abaxial (C). Tanto los pétalos internos y los externos presentan tricomas en la cara abaxial, siendo
mas abundantes y largos en los primeros (D).

An, antera; Coe: corola externa; Coi: corola interna; E, estilo; Et, estigma; Fi, filamento; Ova, ovario, Ov,
ovulos; Pe: pétalo; Se: sépalo.
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6.5. Alteraciones morfoldgicas florales en los individuos de la generacién F2
Se obtuvieron 40 plantas que corresponden a la F2, de las cuales 22 plantas
presentaron una corola normal como en el morfo silvestre y 18 tuvieron doble corola, en

este segundo grupo se observaron mas alteraciones (Figs. 16A-C).

En las flores con doble corola, la corola interna es similar al de las flores WT, sin
embargo, en ocasiones esta corola no se cierra por completo y tiene una longitud mas
corta (17.4 £ 1.195 mm) que WT y F1, se compone de cuatro a seis pétalos (Fig. 16B). La
corola externa tiene mucha mas variacion en la forma, numero y longitud de los pétalos
que la conforman, pueden ser filamentosos, unos mas anchos que otros, pueden estar
separados o fusionados, formando un tubo similar a la corola interna (Fig. 16C). En
ambas corolas se presentan tricomas en el envés, tanto en el tubo floral como en la parte
libre de cada pétalo, pero varian en la cantidad (Figs. 16D). El androceo de las flores con
doble corola se forma de cuatro a seis estambres, que varian en longitud (16.7 £ 0.87
mm), la mayoria de las anteras presentan tricomas en su pared y se observaron hasta
dos anteras sobre un solo filamento (Figs. 16E y F). El gineceo de la F2 es similar al de
las flores WT y F1, excepto por la longitud del pistilo, que sobrepasa los estambres,

inclusive llega a sobresalir de la corola (Figs. 16G y H).
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Figura 16. Morfologia las de flores F2 de Nicotiana rastroensis. Flores con corola duplicada (A). Vista
superior de la corola compuesta de 4-6 pétalos (B). Vista lateral de flores en antesis donde se muestran
las variedades en la doble corola (C). Flor con doble corola, es decir, presenta colora interna y externa;
ambas presentan trimomas (D). Antera con tricomas (*; E). Dos anteras sobre un filamento (F). Ovario con
numerosos 6vulos unidos a la placenta (G). Pistilo y estambres que sobresalen de la corola (H).

An, antera; Co, corola; Coe, corola externa; Coi, corola interna; E, estilo; Et, estigma, Fi, flamento; Ov,
ovulos; PI, placenta; Tc: teca; * = tricomas.
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6.6. Alteraciones morfolégicas florales en los individuos producto de la retrocruza
de WT x F1
Se obtuvieron 60 plantas, de las cuales 44 presentaron dole corola y 16 tuvieron

una corola normal.

En esta linea retrocruzada también se obtuvieron dos tipos de flores, unas
semejantes a las WT en cuanto a sépalos, pétalos (formando una sola corola), estambres
y pistilo (Figs. 17A-E). Dentro de las alteraciones morfologicas se obtuvieron flores con
doble corola tubular (Fig. 17F) y no tubular (Fig. 17G). La corola interna también presenta
tricomas en el envés, en las flores con doble corola tubular la longitud promedio de la
corola interna es de 20.87+0.34 mm, mientras que en las no tubulares es de 32.11£0.16
mm. Se observo que en algunos casos la fusion del tubo es incompleta exponiendo los
organos sexuales inclusive desde el receptaculo (Fig. 17F). La longitud de la corola
externa es poco conspicua ya que los pétalos se encuentran plegados o enrollados; las
corolas externas presentan tricomas en el envés, pero estos no mostraron un patron de
densidad o numero (Figs. 17H e I). En el androceo de estas retrocruzas se forman cuatro
o cinco estambres, en algunos casos las anteras estan casi vacias (Fig. 17J); en la
pseduo corola tubular los estambres son mas cortos que en el morfo silvestre (17.09+0.31

mm) y en la doble corola no tubular son muy similares (19.56£0.3 mm).

El gineceo es parecido al de las flores WT (Figs. 17K y L), solo varian en el tamano
del pistilo, teniendo el estigma una altura variable con respecto a los estambres,
quedando muy por debajo, a la misma altura o por arriba de éstos, e incluso puede

sobresalir de la corola.
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Figura 17. Morfologia de la retrocruza (WT x F4) de Nicotiana rastroensis. Flores con una corola
semejantes a la WT en cuanto a sépalos, pétales, androceo y gineceo (A-E). Flores con una corola
duplicada (F). Corolas internas y externas con alteraciones morfolégicas (G). Corola interna y externa con
tricomas (H). Corola externa sin tricomas (). Antera abierta con pocos granos de polen (J). Estigma con
papilas secretoras (K). Ovario con numerosos 6vulos unidos a la placenta (L).

An, antera; Co, corola; Coe, corola externa; Coi, corola interna; E, estilo; Et, estigma; Fi, filamento, Ova,
ovario; Ov, 6vulo; Pe, pétalo; PI, placenta.
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6.7. Efecto en la fertilidad masculina.

6.7.1. Cantidad de granos de polen por flor
La cantidad de granos de polen disminuye significativamente a medida que se
pierde la variabilidad genética (K-W = 75.41, P = 0.0001), mientras que la planta madre
produce en promedio 696.8 + 12.36 granos de polen, la F1 produjo de 255.03 + 2.33 y la
F2230.33 + 1.56 granos. Al hacer la retrocruza de WT con la F1 también se encontr6 que
el numero de granos de polen disminuye significativamente, sin embargo, el efecto no es
tan fuerte (K-W = 43.30, P = 0.0001) como en el caso anterior, lo que hace suponer que
la variabilidad genética de la progenie de la F1 se recupera en cierto grado, al fecundarse
con la planta madre (WT). Cuando se utilizan flores de corola normal para la retrocruza,
la pérdida de granos de polen es mayor, que cuando se utilizan flores de doble corola

(491.26 £4.52 y 573.06 + 6.04 respectivamente).

La disminucion en la cantidad de granos de polen es una consecuencia de la
endogamia. El modelo lineal (Fig. 18A) predice que por cada F que se va obteniendo, se
van produciendo 233 granos de polen menos por cada generacion, siendo esta

correlacion significativa (r> = 0.7896).

Sin embargo, si se consideran las retrocruzas, el modelo lineal (Fig. 18B) predice
que la disminucién en la cantidad de granos de polen es de 125 por cada progenie (r? =
0.9541).

7.7.2 Viabilidad de granos de polen

Conforme se va disminuyendo la variabilidad genética, la cantidad de granos de
polen que germinaron (Fig. 19A) disminuyo significativamente (K-W =61.08, P < 0.0001).
El porcentaje de germinacién de granos de polen para las flores silvestres (WT) fue de
81.42 £ 0.64, para las flores de la generacion F1 fue de 8.2 + 0.24 y para la F2 fue de 7.76
1 0.29 (Fig. 19B).

La germinacion de granos de polen en la retrocruza de doble corola fue menor que

en las flores con corola normal (24.13 £ 0.67% y 36.33 £ 0.37% respectivamente), sin
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embargo, en ambos casos, éstos resultados fueron diferentes del porcentaje obtenido en
las flores silvestres (K-W = 50.13, P = 0.0001, Fig. 19C).
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Figura 18. Disminucién de granos de polen. A. Disminucién de granos de polen en F1 y F2. B.
Disminucion de granos de polen considerando las retrocruzas.
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6.8. Efecto en la fertilidad femenina.

6.8.1. Cantidad de 6vulos por flor

La cantidad de o6vulos disminuye significativamente por cada generacion que se
produce (K-W = 69.66, P = 0.0001). El promedio de 6vulos de las flores silvestres (WT)
fue de 334.9 £ 3.857, para las flores de la generacion F+1 fue 328.1 + 3.610 y para las
flores de la F2 fue de 309.9 + 6.957. Para el caso de las retrocruzas, WT con F1, también
hay una disminucion significativa en la cantidad de évulos (K-W = 63.21, P = 0.0001); el
promedio de ovulos para la retrocruza con corola normal fue de 311.9 £ 7.810 y para la
retrocruza con doble corola fue de 305.7 + 7.296 (Figs. 20A-B) y, por lo tanto, la pérdida
de ovulos es mas grande entre la cruza de WT y la F1 que presenta doble corola en

comparacion con la retrocruza con corola normal.

6.8.2. Germinacién de semillas

El porcentaje promedio de semillas que germinaron para las flores WT fue de 46.52
* 6.679, para la F1 fue de 38.38 £ 12.02, para la F2 fue de 31.15 + 9.771 y para la
retrocruza 39.89 t 14.25. La prueba estadistica mostr6 que la germinacién es
significativamente menor en las semillas de la F2 (K-W = 11.48, P = 0.0032; Fig. 21). Al
evaluar la germinacién de la retrocruza y el morfo silvestre también se encontraron
diferencias, aunque el valor de significancia fue mas bajo que en el caso anterior
(U=44.50, P= 0.0423). Es decir, en un gradiente de pérdida de variabilidad genética, la
viabilidad en las semillas fue el factor menos afectado en comparacion con los arriba

evaluados.

6.9. Hercogamia

Las corolas del morfo WT presentaron una longitud promedio 23.262 + 0.0685 mm,
mientras que la longitud promedio del pistilo y los estambres del morfo WT fue de 22.46
+0.130 mmy 20.610 £ 0.138 mm respectivamente. La prueba estadistica mostr6é que hay
diferencia significativa entre las longitudes de dichas estructuras y que su variacion es

minima (K - W = 25.81, P < 0.0001; Fig. 22A). Lo anterior indica que las flores presentan
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una hercogamia de aproximacion, en donde el pistilo tiene una longitud superior a la de

los estambres, pero ambos quedan excedidos por la corola.

Las corolas, el pistilo y los estambres de la generacién F1 tuvieron una longitud
promedio de 22.966 * 0.850 mm, 20.843 + 1.196 mm y 20.1472 + 0.729 mm
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respectivamente, es decir, las longitudes disminuyen en comparacion con el morfo WT.
La longitud de dichas estructuras mostré gran variacion (corola por arriba de pistilo y
estambres, estambres al mismo nivel del pistilo, estambres por arriba del pistilo, corola al
mismo nivel del pistilo, el pistilo rebasaba la corola, etc.) y por lo tanto la hercogamia se
perdié en esta generacion (K-W = 4.408, P = 0.1104; Fig. 22B).

La longitud promedio de las corolas de la F2 fue de 17.407 + 1.195 mm mientras
que la del pistilo y los estambres fue de 15.894 £ 1.194 mm y 16.7068 + 0.870 mm
respectivamente. La prueba estadistica muestra que no hay diferencia significativa entre
las longitudes de cada estructura (K-W =1.280, P = 0.5273; Fig. 22C), sin embargo, todas
disminuyeron de tamafno y se observa una tendencia a invertir la hercogamia, es decir,

los estambres son mas largos que el pistilo.

La hercogamia (considerada como la diferencia que existe entre la longitud del
pistilo y del androceo), en el morfo WT, es significativamente diferente de la hercogamia
en la F2, la cual incluso se puede considerar como hercogamia inversa (KW= 13.41; P =
0.0094; Fig. 22).

Para el caso de las retrocruzas, WT con F1, se observa el cambio que existe entre
el morfo WT y la F1. En la retrocruza no tubular la corola sigue siendo mas alta (23.1
0.163 mm) que el pistilo (20.863 + 0.248 mm) y androceo (19.56 + 0.303 mm), pero pistilo
y androceo ya no muestran diferencia de longitud (K-W =22.80, P < 0.0001; Fig. 22D).

En la retrocruza tubular, la corola (20.871 £ 0.344 mm) no presenta diferencias con
respecto al pistilo (19.137 £ 0.538 mm), pero si es significativamente diferente de la altura
del androceo (17.091 + 0.318 mm), ademas de que no hay diferencias entre gineceo y
androceo, como sucede en la otra retrocruza (K-W = 18.87, P < 0.0001; Fig. 22E). En
ambos casos al comparar las retrocruzas con la hercogamia del morfo silvestre (Fig. 23)
no se encontraron diferencias significativas, pero si se observan fuertes variaciones en

dicha medida.
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6.10. Rasgos botanicos de la especie
Dado que la especie en estudio no ha sido descrita botanicamente, se presentan

los siguientes rasgos botanicos utiles para su identificacion.

Nicotiana rastroensis (Espinosa-Sanchez y Vazquez-Santana)

Es una planta dicotiledénea; hierba perenne, con hojas basales formando una roseta,
lanceoladas, alternas, pecioladas, sésiles; tallo erecto, ramificado, alcanza hasta 80 cm
de altura (en invernadero); flores hermafroditas, actinomorfas y constan de cuatro
verticilos: caliz cilindrico, compuesto de cinco sépalos, de color verde; corola gamopétala,
en forma de tubo de 30.5-33.5 mm de longitud, de color rosa, formado por cinco pétalos,
con tricomas en el envés. El androceo consta de cinco estambres, insertos en el interior
del tubo de la corola, que miden en promedio de 17.5-20 mm de longitud y tienen un
filamento largo, que sostiene a una antera. Las anteras son de color café y basifijas,

constan de dos lébulos y son tetrasporangiadas, con una linea de dehiscencia
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longitudinal, extrorsa. El gineceo es sincarpico y bicarpelar; el estigma es bilobulado y de
color verde en antesis, con papilas estigmaticas que presentan abundante secrecion en
la superficie; el pistilo mide 19.7-19.8 cm de largo y el estigma se presenta por arriba de
las anteras (para evitar la autopolinizacion), pero sin sobresalir del tubo de la corola; el
ovario supero de color verde, encierra cientos de 6vulos (~336 6vulos), que aparecen
unidos a una placenta axial, disco nectarifero y de color anaranjado, en la base del ovario;
frutos en forma de capsula, recubiertos por un caliz persistente; semillas numerosas,

pequefias de color café (Figs. 24 y 25).
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Figura 24. Morfologia vegetativa y floral de Nicotiana rastroensis. Planta WT con hojas en la base que
forman una roseta (A). Flores mostrando una corola tubular compuesta de cinco pétalos con apice
lobulados (B). Anteras insertadas en el interior de la corola, de color café, con dehiscencia longitudinal y
con una alta producciéon de granos de polen (C). Gineceo compuesto por estigma de color verde, estilo
largo y ovario que contiene cientos de 6vulos (D).

Figura 25. Etapas de desarrollo de Nicotiana rastroensis. Desarrollo desde botdn floral hasta flor en
antesis.
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VIl. DISCUSION

El desarrollo de la flor es un proceso complejo. Las flores prefectas contienen cuatro
regiones concéntricas, llamadas verticilos, con diferentes érganos cada una. En Nicotiana
rastroensis, de afuera hacia adentro, hay cinco sépalos, cinco pétalos, cinco estambres

y un ovario bicarpelar.

En cuanto a la embriologia de la familia Solanaceae, Davis (1966) hace una
descripcion embrioldgica, en la que expone las siguientes caracteristicas: para el
androceo, la antera es tetrasporangiada, el desarrollo de la pared de la antera es de tipo
dicotiledéneo, el endotecio desarrolla engrosamientos de una a dos capas efimeras, las
células del tapete llegan a ser binucleadas. El tapete puede ser amiboideo o glandular.
Las microsporas pueden ser tetraédricas, isobilaterales o decusadas. El grano de polen
es bicelular y con grandes dep0dsitos de almidén. El 6vulo es anatropo, uni o bitégmico y
tenuinucelado. El saco embrionario es de tipo Polygonum. Este mismo patron de
desarrollo fue encontrado en N. rastroensis, las flores WT, F1, F2 y retrocruza presentan
anteras tetrasporangiadas, siguen un desarrollo de la pared de la antera de tipo
dicotiledéneo, el grano de polen es bicelular. ElI évulo es anatropo, bitégmico y el
desarrollo del saco embrionario corresponde al de tipo Polygonum. Lo anterior también
fue observado por Singh y Jain (1979), quienes reportaron un patron de desarrollo similar
en las flores de N. rustica en donde el inicio de los apéndices florales es centripeto, el
caliz consta de cinco sépalos, la corola es gamopétala, con un tubo corto y cinco Iébulos,
el androceo esta formado por cinco estambres casi iguales y el gineceo es bicarpelar y

sincarpico, con un ovario superior, bilocular, rodeado de numerosos 6évulos.

El efecto morfolégico mas evidente encontrado en este trabajo fue el desarrollo de
una doble corola acompafada por la inversion de la hercogamia. Hoy en dia, las
variedades de doble corola de diversas plantas ornamentales, incluyendo claveles,
camelias, lilas, tulipanes y caléndulas de los pantanos, por mencionar solo unos pocos,
siguen siendo de moda. En el caso de las rosas, la gran mayoria de las variedades
cultivadas presentan un rasgo de doble flor o doble corola (Meyerowitz et al., 1989). Sin

embargo, mientras que las variedades de doble corola han sido populares como plantas
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ornamentales y de jardin, rara vez se encuentran en la naturaleza y, si lo son, por lo
general sélo como individuos mutantes, presumiblemente debido a su baja aptitud relativa
al tipo silvestre. La variedad doble corola de Vinca minor flore pleno parece producir
menos flores que el tipo salvaje, y sus flores son moradas en lugar de azules. El caracter
de doble corola se debe a la transformacion parcial o completa de los estambres en el
tercer verticilo en 6rganos petaloides (Wang et al., 2011). Hippeastrum posee estructuras
adicionales como tépalos dando como resultado una doble corola debido a las
transformaciones de ambas estructuras reproductivas. Esta doble corola puede no tener
partes reproductivas funcionales o puede producir algunas anteras que contienen polen
en los extremos de algunos estambres de pétalos transformados, mientras que el ovario
es extremadamente reducido con poco o ningun tejido estigmatico (Liu and Yeh, 2015).
En la especie Primula vulgaris, sus flores poseen una doble corola debido a una
conversion homedtica dominante de sépalos en pétalos, por lo que su eficiente

propagacion tiene importantes aplicaciones comerciales (Li et al., 2010; Hayta, 2016).

El fenotipo de doble corola de N. rastroensis, encontrado en este trabajo, ha sido
reportado en otras especies del género; sin embargo, solo se presentd al realizar las
autopolinizaciones y esta ligado a una menor viabilidad en la fertilidad masculina.Al
realizar la autopolinizacién de una planta silvestre (WT) de N. rastroensis, se detectaron
malformaciones en la F1, que son la formacion de una doble corola y una menor
produccion de granos de polen, estas malformaciones se acentuaron aun mas, cuando
se obtuvieron plantas de la F2. En el caso de la retrocruza, la retrocruza con corola normal
es mas importante que la retrocruza con doble corola, es decir, morfolégicamente hay

menos anomalias y esto también se expresa en la viabilidad.

Una forma de doble flor de Nicotiana alata fue encontrado en una poblacion F2 de
plantas con flores blancas. El analisis anatémico de las flores reveld unas protuberancias
como pétalos, que surgen de los tejidos de anteras, conectivo y el filamento Las
protuberancias como pétalos pueden crear tipos unicos de flores, para realzar las
cualidades deseables florales para uso ornamental. Un nivel de duplicacion mas fuerte

que el padre, se observo en algunas lineas entre las plantas de la primera generacion de
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N. alata autopolinizada. Las flores, en estas plantas se deforman ligeramente, casi en
forma de copa, sin rendimiento de la semilla, debido a la pobre produccion de polen. La
aparicion de flores dobles se ha descrito en varias especies de solanaceas, incluyendo
hibridos de N. langsdorffii, N. tabacum y Petunia xhybrida. En N. tabacum y P. xhybrida,
se ha reportado que la flor doble esta condicionada por genes simples, ya sean recesivos

o dominantes (Zaino y Stimart, 2001).
Efectos de la fertilidad masculina y femenina

Fisher (1941), desarrollé6 un modelo genético en el cual se demostré que en una
poblacion donde las plantas unicamente se reproducen a través de la polinizacion
cruzada, cualquier mutacion que promueva la autofertilizacion redundaria en una ventaja
adicional en términos reproductivos. Esta ventaja adicional se obtiene sélo si los mutantes
capaces de autofertilizarse producen la misma cantidad de semillas por entrecruzamiento
via paterna, es decir, que no sufran una reduccion en la cantidad de polen disponible para
donar con respecto a aquellas plantas que solamente se entrecruzan. Los mutantes
capaces de autofertilizarse tendrian un 50% mas de descendencia, con respecto a los
fenotipos de entrecruzamiento. Este aumento en el éxito relativo de los mutantes haria
que el alelo que incrementa la autofertilizaciéon fuera seleccionado a favor y la poblacién
evolucionaria hasta el sistema de apareamiento de autofertilizacion. En Nicotiana
rastroensis, la cantidad de granos de polen disponibles si disminuye a medida que se
pierde la variabilidad genética, por lo tanto la autopolinizacion, que se realizé en las

plantas de la especie en estudio, no se vio favorecida.

La endogamia tiene un efecto negativo en la fertilidad masculina expresada por
una menor produccion de granos de polen y la viabilidad de éstos, ambos fendmenos son
comunes cuando se tiene una baja variabilidad genética. En este trabajo, el numero de
granos de polen en las flores con doble corola es mayor que en las flores con corola
normal; sin embargo, la germinacion de granos es mayor en la corola normal, si se
considera que es la germinacion del grano de polen el proceso que contribuye al éxito

reproductivo de una planta, las retrocruzas de corola normal son mas importantes.
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En muchos estudios se ha demostrado que la diversidad genética de las plantas
que se autofecundan, es menor que las que promueven la fecundacion cruzada (Wright
et al., 2002; Sweigart y Willis, 2003), entonces se espera que una especie
autoincompatible como N. ratroensis no posea altos niveles de diversidad genética como
una especie autocompatible. Teodricamente una de las ventajas de evitar la
autofecundacion es que se reduce la expresion de los genes recesivos, que tienen
efectos deletéreos (Lande y Schemske, 1985; Charlesworth, 2002). Sin embargo, como
en las especies que evitan la autofecundacion, los apareamientos entre individuos
emparentados siguen siendo posibles, si éstos aumentan, dicha ventaja selectiva podria

desaparecer.

El efecto de la endogamia, en las poblaciones heterogéneas, heterocigotas,
consiste en un incremento de la homocigosis, la cual trae como consecuencia efectos
nocivos en los rasgos relacionados con la adecuacion, lo anterior se le conoce como
depresion endogamica, la cual se define como la pérdida de adaptacioén (vigor, viabilidad,
fecundidad, etc.) (Poehlman, 1987; Saccheri et al., 1996). La principal consecuencia de
la endogamia es la reduccion del valor fenotipico de las caracteristicas cuantitativas,
incluyendo aquellas que afectan los componentes del rendimiento (Falconer, 1989). Este
incremento de la homocigosis origina un cambio en la frecuencia de genotipos, pero
permanece constante en la frecuencia génica. Cuando un par de alelos se considera en
estado heterocigoto (Aa) y se somete al proceso de autofecundacion, esta condicion se
reduce en 50% en cada generacion. En este estudio se encontré que todos los caracteres
reproductivos manifestaron depresién endogamica en las flores F1, F2 y retrocruza, como
resultado del aumento del nivel de homocigosis ante la fijacion de alelos y la reduccién

de heterocigosis.

En organismos capaces de realizar autofecundacion, la depresion endogamica
solo puede ser estudiada mediante la medicién de supervivencia y/o reproducciéon de los
individuos, después de una sola generacién de autofecundacion (Carr y Dudash 2003).
Si se comienzan a realizar autofecundaciones a partir de individuos de una poblacion, se

observara que en las primeras generaciones se manifiesta una depresion del vigor y una
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reduccion de la fertilidad (en plantas y animales), hasta que se llega a lograr una
estabilizacién de todas las caracteristicas de las plantas y se llega a una linea pura
(Harwood y Amos, 1998). En N. rastroensis, al ser autofecundadas manualmente, se
observo que en la generacion F1, se presentd una depresiéon endogamica manifestada
en la corola, reduccion en la cantidad y viabilidad de los granos de polen, asi como en la
cantidad de évulos. En la F2, el grado de reduccion fue aun mayor, ocasionado por el
avance generacional. En la retrocruza, WT x F1, hubo una recuperacion en dichos

caracteres reproductivos.

La mayoria de las angiospermas producen flores hermafroditas, las cuales pueden
ser polinizadas con su propio polen (autopolinizaciéon), o por polen de diferentes
individuos o especies (polinizacion cruzada). Algunas angiospermas tienen ambos
organos sexuales muy cercanos, lo que incrementa la probabilidad de la autofecundacion
(de Nettancourt, 2001). Los efectos nocivos de la endogamia fueron documentados por
primera vez por Charles Darwin (1876), quien fue motivado por el deseo de explicar por
qué la reproduccion cruzada prevalece en la naturaleza; los experimentos que Darwin
realizé en 57 especies de plantas que se autofecundan y en aquellas con polinizacion
cruzada, entre individuos no relacionados, confirma la hipotesis de que la
autofecundacion es perjudicial para la progenie producida, debido a que se presenta una
disminucion, tanto del vigor como de la fertilidad en la mayoria de las especies estudiadas
(Charlesworth y Willis, 2009; Barrett, 2010; Fobis-Loisy y Gaude, 2010). Ademas, la
progenie producida por autofecundacién, generalmente es menos vigorosa que la
producida por fecundacion cruzada. Es decir, si las plantas que se autofecundan
presentan depresidon por endogamia, entonces se espera que se favorezcan mecanismos
que faciliten la produccién de hijos por medio de fecundacién cruzada (Abarca et al.,
2010). Debido a esto, algunas especies desarrollaron adaptaciones morfoldgicas,
fisiologicas y genéticas para evitar la progenie con individuos cercanamente relacionados
o incompatibles y mantener la diversidad genética en las generaciones subsecuentes (de
Nettancourt, 2001; Goring y Silva, 2001). Aunque Nicotiana rastroensis es una especie

autoincompatible, puede producir semillas por autopolinizacion manual, pero con
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desventajas reproductivas, en donde se ve afectado el éxito reproductivo de su progenie
dando paso a la expresidon de la depresiéon endogamica. La intensidad de depresién
endogamica fue mayor en la generacion Fz que en la F1, y la retrocruza. Los resultados
de este experimento permitieron determinar el éxito de la autofecundacion, pero no dentro

de la misma flor, sino dentro del mismo individuo (geitonogamia).

Hercogamia

Para que la autofecundacién pueda ofrecer una garantia reproductiva es necesario
que las funciones sexuales coincidan espacial y temporalmente. Principalmente, la
variacion en varios atributos florales como la dicogamia, la hercogamia, la morfologia
floral, el nivel de autocompatibilidad (interacciones quimicas entre el estigma y los granos

de polen), pueden afectar la magnitud del entrecruzamiento (Lloyd y Schoen, 1992)

Las plantas mas hercégamas tienen niveles superiores de depresion endogamica
(Stone y Motten, 2002), consistentes con la expectativa tedrica sobre el papel de la
hercogamia en la promocion del entrecruzamiento. La hercogamia evita el
entrecruzamiento siempre que la separacion entre anteras y estigmas supere los 3.5 mm
(Motten y Stone, 2000).

Algunas adaptaciones morfoldgicas para prevenir la autopolizacién, que han
desarrollado las angiospermas son la dicogamia y la hercogamia. La dicogamia es la
separacion temporal de los 6rganos reproductivos para evitar la autofecundacion vy
favorecer la fecundacion cruzada. La hercogamia es la separacion espacial de los pistilos
y los estambres (Webb y Lloyd, 1986; de Nettancourt, 2001). La hercogamia dentro de
una flor hermafrodita es una separacion espacial de los 6rganos sexuales, ya sea por
diferente longitud de los estambres y el pistilo o por su inclinacion en lados opuestos en
una misma flor. El primer caso puede tener dos variantes: 1) hercogamia homomorfica
que consiste en que el pistilo sea mas largo que los estambres, o bien, mas corto
(hercogamia inversa), pero todas las flores en una poblacion tienen la misma morfologia;

y 2) heterostilia, cuando en una poblacion se presentan dos o mas morfos florales segun
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la longitud de los estilos. Nicotiana rastroensis presenta flores hermafroditas
dicogamicas, en la cual maduran primero los érganos masculinos (androceo), pero estos
son cortos y luego los 6rganos femeninos (gineceo) y, ademas, presenta hercogamia
homomorfica, en donde el pistilo es mas largo, lo anterior en el caso del morfo WT. Sin
embargo, esta caracteristica se pierde al realizar las autopolinizaciones. La separacién
que existe entre pistilo y estambres en el morfo WT es, en promedio, de 1.84 mm, menor
que lo reportado en la literatura, pero con una variacion muy pequefia por lo tanto es
posible considerar que es una distancia suficiente para evitar la autofecundacion. En la
generacion F1, la diferencia de dichas estructuras fue muy variada y, por tanto, la
hercogamia se perdio y se presento la heterostilia. En la F2 la diferencia promedio entre
el pistilo y los estambres fue de -0.8128 mm, es decir, la longitud del pistilo fue inferior a
la de los estambres, por lo tanto el sistema presente en esta generacion fue hercogamia
inversa. Por ultimo, en la retrocruza se presentaron dos variaciones: pistilo mas largo que
los estambres (retrocruza tubular) y pistilo mas corto que los estambres (retrocruza no

tubular), lo anterior corresponde al sistema hercogamia reciproca.

La heterostilia es un polimorfismo floral controlado genéticamente, caracterizado
por la presencia de dos o tres morfologias florales: distilia y tristilia, en las cuales se
presentan variaciones en la longitud del estilo y filamentos, tamafo y produccion de
granos de polen y tamafio de las papilas estigmaticas; lo cual es tipico de las solanaceas
y rubiaceas (Kohn y Barrett, 1992; Motten y Stone, 2000).

El modelo de mayor peso en la explicacion de la heterostilia, se fundamenta en lo
expuesto por Lloyd y Webb (1992), quienes proponen que el estado inicial es
autocompatible y con separacion de anteras y estigma en hercogamia de aproximacion
(estigma a mayor altura que anteras). La fuerza selectiva caus6 un aumento de eficacia
en la transferencia de polen y el siguiente paso fue la aparicién de dimorfismo estilar: hay
dos longitudes de estilo, pero la altura de las anteras virtualmente no varia. Este estadio
debe ser inestable y, por tanto, raro en la naturaleza, debiendo conducir a la hercogamia
reciproca o heterostilia por el incremento y disminucion de la altura de los estambres.

Luego entonces, la hercogamia inversa, que aparece en la generacion F2 de N.



59

rastroensis, se debe al incremento y disminucion de la altura de los estambres en la
generacion F1, debido a que la fuerza selectiva caus6 un aumento en la eficacia de
transferencia de polen y el siguiente paso fue el dimorfismo estilar, debido a que hay
varias longitudes del pistilo, pero la altura de los estambres formalmente no varia. En la
Fig. 21 se observa la longitud promedio que tienen el pistilo y los estambres del morfo
WT vy los de la F1, la longitud del pistilo y androceo del morfo WT es mayor que el de la
F1 y, ademas, este ultimo presenta muchas variaciones en la longitud del pistilo. Sin
embargo, la longitud promedio del androceo no presenta gran contraste y es asi como se

conduce en la F2 a la hercogamia inversa.

En las especies autoincompatibles, la hercogamia puede funcionar principalmente
para reducir la interferencia sexual, mientras que, en las plantas autocompatibles, se
considera generalmente un caracter adaptativo, que reduce la probabilidad de
autopolinizacién y aumenta la posibilidad de cruzamiento (Barrett, Luo y Widmer, 2013).
De hecho, un numero de estudios han reportado evidencia de una relacion monétona
creciente entre el grado de hercogamia y la tasa de fecundacién cruzada a través de
diversas especies de plantas, incluyendo Nicotiana rustica, una especie autocompatible
(Breese, 1959).

En la actualidad, no hay duda de que la heterostilia se origin6 independientemente en
numerosas ocasiones y de que esta presente en al menos 28 familias de angiospermas
(Barrett 2002). La heterostilia es un sistema labil, y las transiciones desde y hacia otro
tipo de polimorfismos son abundantes. Se han descrito distintos cambios desde el
monomorfismo hacia la distilia, desde la heterostilia hacia la homostilia, desde la tristilia
hacia la distilia, hacia otros tipos de polimorfismo, desde la distilia hacia la dioecia
(Ferrero, 2014).

Con base en los resultados encontrados en este estudio, se propone un modelo que
pretende explicar como las flores de Nicotiana rastroensis presentan transiciones desde
la hercogamia hacia otros sistemas reproductivos. EI morfo WT, que presentan una
hercogamia por aproximacién y al ser autopolinizada sufre depresion por endogamia,

dando una generacién F1 con aparicion de mutaciones en la longitud del pistilo y
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estambres y a una gran pérdida de polen, debido a la baja reciprocidad entre los morfos;
lo anterior, estrechamente ligadas al sistema de incompatibilidad y los morfos florales de
esta generacidon obedecen a la heterostilia. En este contexto, una segunda mutacién para
la altura de las anteras supondria una ventaja, esto se observo en la F2, donde se da una
transicion desde la heterostilia hacia la hercogamia revertida. Finalmente, en la retrocruza
el sistema reproductivo que se presenta es hercogamia reciproca, en la que se favorece
la funciéon masculina promoviendo la dispersiéon del polen de manera eficiente y limitando
a la vez la auto-interferencia entre los 6rganos sexuales de la propia planta y la
consiguiente pérdida de gametos en polinizaciones no viables. Por su parte, el sistema
de incompatibilidad mejora el éxito reproductivo femenino, impidiendo la autofecundacién
y reduciendo los efectos de la presion por endogamia (Fig. 26). Dado que todos los
factores ambientales y el disefio bajo el cual se hicieron las autopolinizaciones son los
mismos que se aplicaron desde el morfo silvestre, la unica razéon que podria estar

implicada para que esto suceda es la depresién por endogamia.
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Figura 26. Transicion desde la hercogamia hacia otros atributos florales en Nicotiana rastroensis.
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El conocimiento de la estructura floral y de la bilogia reproductiva de una especie, es
basico para el mejoramiento de plantas, con el fin de desarrollar técnicas de
emasculacion e hibridacion, como estrategia de control de la polinizacion (Araméndiz et
al., 2009). De acuerdo con Gomes et al., (2001), el rapido progreso logrado en el
mejoramiento genético de plantas, obedece al estudio de los procesos reproductivos que

ocurren en las flores.

La interferencia sexual, interferencia entre la funcién masculina y femenina, depende
de la longitud y forma de la corola (tubular o no), asi como de la morfologia e identidad
del polinizador. Ademas, la interferencia sexual y la obstruccion del estigma/estilo con

polen incompatible varia entre especies (Keller et al., 2014).

En el morfo silvestre, las anteras quedan por debajo del pistilo y la abertura de la
corola, por lo tanto, el polinizador debera penetrar o introducir el pico (en el caso de los
colibries), para fungir como un agente polinizador, el hecho de que la hercogamia se
revierta, probablemente cambie también la eficiencia de un polinizador o facilite la
interaccidn con otro tipo de polinizadores, sin embargo, esto debe ser estudiado con
detalle. Las dobles corolas generadas en Nicotiana rastroensis pueden presentar una
ventaja en la atraccién hacia los polinizadores, con respecto a esta nueva morfologia que
se presentan en las generaciones Fi1, F2 y retrocruza. Retomando lo dicho por
Kaczorowski et al. (2005), respecto a los polinizadores vy visitantes florales, para los
colibries, que son los polinizadores, no tendria un efecto negativo la presencia de una
doble corola, sino que, al contrario, los atraeria mas. El abejorro del género Bombus que
es un robador de néctar, se ve obligado a perforar en la base del tubo de la corola para
extraer el néctar (Navarro, 2000), ante la doble corola ahora Bombus tendra que perforar,
no solo una sino dos capas de pétalos, ;esto disminuira la eficiencia de Bombus como
ladron de néctar? Tal vez si, ya que la presencia de una doble corola protege mas a N.
rastroensis de estos robadores de néctar y, a su vez, se promueve mas la visita de

colibries.
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VIIl. CONCLUSION

El desarrollo floral de Nicotiana rastroensis, en el morfo silvestre, asi como en las
generaciones F1, F2 y retrocruza, obedece al mismo patrén reportado para la familia

Solanaceae.

Las caracteristicas morfologicas de la flor silvestre de N. rastroensis es muy similar a

las especies de la seccién Alatae.

La alteracién morfolégica mas evidente, producto de las autopolinizaciones en la F1,
F2 y retrocruza, es el desarrollo de una doble corola, que posee apéndices con

caracteristicas muy similares a la de los pétalos.

La autoincompatibilidad de N. rastroensis solo es funcional entre los érganos de la
misma flor; sin embargo, no es funcional entre las flores del mismo individuo, por lo tanto,

la geitonogamia tiene consecuencias negativas en la fertilidad masculina y femenina.

La heterostilia, la hercogamia inversa y la hercogamia reciproca presentes en las
generaciones F1, F2 y retrocruza, respectivamente, son una serie de estrategias que las

plantas desarrollan para disminuir la depresion endogamica.
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