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Determinacion y caracterizacion del sistema de incompatibilidad en Turnera

diffusa Willd (Turneraceae)

RESUMEN

Los sistemas reproductivos son estrategias adaptativas que utlizan las
angiospermas para promover la polinizacion cruzada, entre estas adaptaciones se
encuentra la heterostilia que involucra un sistema de incompatibilidad
heteromdrfico para evitar la autogamia (autopolinizacion y geitonogamia) y la
polinizacion intramorfo. Turnera diffusa Willd es una especie reportada distilica
morfolégicamente, sin embargo, no hay estudios que caractericen el sistema de
incompatibilidad heteromorfico. El objetivo de este trabajo fue identificar el sistema
de incompatibilidad de T. diffusa Willd asociado a la distilia y caracterizar algunos
eventos relacionados a la incompatibilidad. Los resultados muestran que T. diffusa
si presenta un sistema de incompatibilidad heteromorfico ya que la formacién de
frutos sélo se dio en las cruzas intermorfo en ambos morfos, ademas, a las 48h
post-polinizacion soélo los tubos polinicos de la cruza intermorfo llegan a la base
del estilo, mientras que, el crecimiento de los tubos polinicos de las cruzas
incompatibles (intramorfo y autopolinizacion) se inhiben desde la germinacion del
polen en el estigma hasta el crecimiento de los tubos polinicos en algun punto del
estilo. La inhibicién de los tubos polinicos incompatibles comienza a partir de las
3h post-polinizacién. Los tubos polinicos incompatibles contienen depdsito
abundante de calosa y presentan hinchazén en la punta. Los tubos polinicos de la

cruza intermorfo pin llegan a la base del estilo a las 6h post-polinizacion, mientras
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que, los tubos polinicos de la cruza intermorfo thrum llegan a la base del estilo a
partir de las 3h post-polinizacién pero a las 6 horas post-polinizacion ya llegaron
todos los tubos polinicos a la base del estilo. Los tubos polinicos del morfo pin en
el pistilo thrum son mas rapidos que los tubos polinicos del morfo thrum en el
pistilo pin. Los tubos polinicos de ambos morfos crecen més rapido en pistilos del

morfo complementario.
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INTRODUCCION
Una flor es una estructura reproductiva, generalmente hermafrodita con dos
verticilos sexuales que corresponden al gineceo y androceo. El primero formado
por uno o mas carpelos y el segundo formado por estambres. Ademas pueden
tener dos verticilos no sexuales, el caliz y la corola, que conforman el perianto

(Ingrouille, 1992).

En las flores hermafroditas los érganos sexuales femeninos y masculinos se
encuentran muy cerca, lo que provoca interferencia sexual, caracteristica que
disminuye las oportunidades de entrecruzamiento siendo su principal

consecuencia la autopolinizacion (Barret, 2000).

En algunos casos la autogamia (autopolinizacién, geitonogamia y cleistogamia)
puede ser un evento ventajoso, ya que proporciona el aseguramiento reproductivo,
sin embargo, la progenie producida por autogamia tiene menor adecuacion que la
progenie producida por alogamia debido a los efectos de la depresién por

endogamia (Eckert, 2000).

Muchas flores estan adaptadas a promover la polinizacion cruzada, que es, la
transferencia de polen de la flor de un individuo a un carpelo de una flor de un

individuo diferente (Mauseth, 2003).
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Una adaptacion para promover la polinizacién cruzada es la heterostilia. En las
especies heterostilicas, las poblaciones estdn compuestas por dos (distilia) o tres
(tristilia) morfos florales que se diferencian reciprocamente uno del otro por la
posicion en que las anteras y estigmas estan localizados en las flores. La
heterostilia proporciona la precision en la transferencia de polen sin el costo
asociado a la interferencia sexual, promoviendo la polinizacion cruzada (Barret,

2002).

Existen reportes en la especie T. diffusa considerada como una especie distilica
(Bullock 1985; Mabberley, 1997: Lott, 2002; Alvarado-Cardenas, 2006; Shore et
al., 2006), sin embargo, no hay estudios que describan si presenta un sistema de
incompatibilidad heteromoérfico, el cual generalmente va asociado a la heterostilia.
En este estudio se comprobd y caracterizd la existencia de un sistema de

incompatibilidad heteromorfico.
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ANTECEDENTES
Las plantas hermafroditas presentan los 6rganos sexuales masculinos (estambres)
y los 6rganos sexuales femeninos (carpelos) en la misma flor, condicion que

aumenta la probabilidad de autopolinizacién (Barret, 2002).

El sistema sexual hermafrodita refleja la ventaja de economizar los recursos
destinados a la atraccion del polinizador y da un potencial aseguramiento

reproductivo en ausencia de parejas o polinizadores (Sun et al., 2007).

Las plantas con flores tienen tres formas basicas de reproduccion o sistemas
reproductivos: alogamia, autogamia y reproduccién asexual. En algunas
poblaciones por lo menos dos e incluso tres sistemas reproductivos estan
presentes, de modo que los individuos adoptan sistemas reproductivos mixtos

(Richards, 1996).

La reproduccién sexual en plantas involucra tres pasos: (i) formacion de células
haploides por meiosis, (ii) formaciéon de gametos vy (iii) la fusibn de gametos para
formar un nuevo cigoto. Una importante consecuencia genética de la reproduccion
sexual es que produce descendencia con genotipos nuevos y una nueva

combinacién de genes (Silvertown y Charlesworth, 2001).
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Las variaciones genéticas dentro de las poblaciones de plantas estan
influenciados por las interacciones entre factores genéticos y ecoldgicos, 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).

Los sistemas reproductivos incluyen todos los aspectos de la expresidon sexual en
plantas que afectan a la contribucién relativa de la siguiente generacion, ya que

incluyen adaptaciones que promueven la fecundacion cruzada (Dafni, 1992).

Existen adaptaciones, como la unisexualidad, que previenen la autogamia. Solo 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. Existen interesantes
condiciones intermedias como la andromonoecia, donde las flores estaminadas y
hermafroditas se encuentran en la misma planta o ginodioecia donde se
encuentran flores pistiladas y hermafroditas en plantas diferentes (Ingrouille y
Eddie, 2006). Las especies androdioicas tienen flores estaminadas vy
hermafroditas en plantas diferentes, y en la ginomonoecia la misma planta

contiene flores hermafroditas y pistiladas (Pugnaire y Valladares, 2007).
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Entre otras adaptaciones se encuentra la separacion espacial de las estructuras
sexuales que se denomina hercogamia, la cual reduce la probabilidad de
autopolinizacién y es caracteristica de flores casmoégamas donde la posicion
espacial de las anteras con respecto al estigma previene la autopolinizacién

(Pound y Clements, 1978; Massinga et al., 2005).

Algunas angiospermas estan adaptadas a promover la polinizacién cruzada, con la
maduracion de las anteras antes de que el estigma esté receptivo a lo que se
denomina protandria o bien el estigma se encuentra receptivo antes de que el
polen de las anteras madure y se de la antesis, a lo que se denomina protoginia, lo
gue reduce las oportunidades de autopolinizacion. A este tipo de plantas se les

llama dicogamas (Darwin 1859; Rea y Nasrallah, 2008).

Otras adaptaciones presentes en las angiospermas son la enantiostilia que es una
forma de asimetria direccional en plantas en donde el estilo es desviado lejos del
eje principal de la flor hacia la izquierda o derecha (Jesson y Barret, 2002). Otra
adaptacion es la flexistilia que se define como un dimorfismo sexual donde existen
dos morfos que se diferencian en la expresién temporal de la funcién sexual y
también implican el movimiento reciproco de la superficie del estigma por un eje
vertical en el periodo de floracién. Entre los procesos que promueven la
polinizacion cruzada eficiente se encuentra la hercogamia reciproca. La flexistilia
es una estrategia floral que combina tanto hercogamia reciproca como dicogamia

en un solo polimorfismo estilar (Sun et al., 2007).
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Algunas plantas con flores hermafroditas han desarrollado sistemas de
incompatibilidad que promueven la polinizacion cruzada. Los sistemas de
incompatibilidad se clasifican en: monomdérficos y heteromorficos. En los sistemas
monomorficos la prevencion de la autogamia depende Unicamente de una
respuesta quimica-fisiolégica y son dos tipos: autoincompatibilidad gametofitica y

autoincompatibilidad esporofitica (Pugnaire y Valladares, 2007).

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 (Ej. S1Si1, S3S4) de modo que el pistiio puede ser homocigoto o
heterocigoto 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 comparte un alelo con el pistilo, el crecimiento del

tubo polinico se detiene (Levin, 1986).

La autoincompatibilidad esporofitica estd controlada por un locus S con varios
alelos, cada planta tiene dos diferentes alelos y pueden ser homocigoto o
heterocigoto, 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).
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Los sistemas de incompatibilidad heteromérficos presentan diferencias
morfolégicas que pueden ser vistas en el esporofito como distilia o tristilia, cada
uno de estos sistemas difieren en la altura del estilo, altura de la antera, tamafio y
cantidad del polen (Pugnaire y Valladares, 2007). Ademds, la incompatibilidad
heteromorfica ayuda a promover la polinizacién cruzada y el reconocimiento

bioquimico del polen propio ayuda a evitar la autopolinizacién (Ingrouille, 1992).

Los sistemas de incompatibilidad heteromorfico estan controlados también por un
locus S, que es conocido como supergen, el cual contiene de tres a siete genes
(Tabla 1) que controlan el dimorfismo floral y los sistemas de incompatibilidad

(Labone et al., 2009).

Tabla 1. Descripcién del supergen S y su funcién en especies distilicas. (Tomado de: de
Nettancourt, 2001).

Gen Funcion Planta Planta
pin thrum
Genotipo Fenotipo Genotipo  Fenotipo
Is Incompatibilidad en is is Rechazo del Isis Rechazo del polen
el estilo polen de pin de thrum
Ip Incompatibilidad de ipip Rechazo en el Ipip Rechazo en el
polen estilo de pin estilo de thrum
Longitud del estilo gg Estilo largo Gg Estilo corto
P Tamario del polen pp Pequefio Pp Grande
A Altura de la antera aa Baja Aa Alta

La distilia es un polimorfismo floral controlado genéticamente que consiste en la
presencia de dos morfos florales (Figura 1) en una poblacion. El atributo

caracteristico de las especies distilicas es la diferencia entre la longitud relativa de
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los estambres y estilos entre los morfos florales. Las flores de plantas pin
(longistilas) tienen flores con estilos largos y estambres cortos, en cambio, las
flores de las plantas thrum (brevistilas) poseen estilos cortos y estambres largos
(Martin, 1965; Ganders, 1979; Dominguez y Avila-Sakar, 2002; Tamari y Shore,

2006).

v -—-—n

e — )
Morfo pin thrum
Genotipo SS Ss

Figura 1. Morfologia y genotipo de las flores distilicas (Modificado de Barret, 2000).

La distilia esta controlada por un locus simple con dos alelos. El morfo pin es de
genotipo ss y el morfo thrum es de genotipo Ss, basados en la prediccion de los
genes ligados G, P y A el homocigoto recesivo pin puede ser representado como
gpa/gpa, y las plantas heterocigoto thrum pueden ser representados como
GPA/gpa (Li et al., 2007). Sin embargo, Baker (1966) y Ornduff (1979) reportaron
que en Armeria maritima (Plumbaginaceae) e Hypericum aegypticum
(Hypericaceae) respectivamente, que los genotipos de los morfos son diferentes,
siendo el morfo pin de genotipo heterocigoto Ss (GPA/gpa) y el morfo thrum de

genotipo homocigoto recesivo ss (gpa/gpa). En la tristilia (Figura 2) el modo mas

10
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comun de herencia involucra dos loci dialélicos (S y M) donde S es epistatico
dominante sobre M, con este control genético los genotipos para los tres morfos
son: morfo largo; ssmm; morfo mediano; ssMm; ssMM y el morfo corto: SsMm,

Ssmm, SsMM (Barret, 1989; de Nettancourt, 2001).

- 0 0
- ——
e —
Morfos L M S
ssmm ssMm SsMm
Genotipos ssMM Ssmm
SsMM

Figura 2. Morfologia y genotipo de flores tristilicas. L: Morfo largo, M: Morfo mediano, S: Morfo

corto. (Modificado de: Barret, 2000).

La tristilia es un raro polimorfismo sexual conocido en sélo seis familias de
angiospermas: Amarillidiceae, Connaraceae, Linaceae, Lythraceae, Oxalidaceae y
Pontederiaceae que implica la altura reciproca de la posicién del estigma y las
anteras en tres morfos florales (Ganders, 1979; Barret 1992; Barret y Hodings,

2006).

11
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Los sistemas heteromérficos impiden que el polen ilegitimo de la polinizacion
intramorfo y autopolinizacion genere semillas viables. Solo la transferencia de
polen entre anteras y estigmas de la misma altura en morfos de flores de
individuos diferentes (polinizacidn intermorfo) resulta en una polinizacion legitima

(Faivre, 2002).

Incompatibilidad en especies distilicas

En las especies distilicas solo las cruzas intermorfo generan semillas, mientras
gue, en las cruzas incompatibles (intramorfo y autopolinizacién) los tubos polinicos
se inhiben en algun sitio del pistilo y presentan caracteristicas que permiten
identificar que se esté llevando a cabo una reaccién de incompatibilidad, la cual,
impide que se formen semillas. El estudio de lo sitios de inhibicién de los tubos
polinicos incompatibles ha sido revisado por Wedderburn y Richards (1990) en 52
especies de Primula (Primulaceae), por su parte Dulberger (1992) realiz6 una
revision bibliografica de los sitios de inhibicién de los tubos polinicos incompatibles
de cruzas intramorfo de los morfos pin y thrum para nueve especies de
Plumbaginaceae, once especies de Rubiaceae, cinco especies de Primula
(Primulaceae), seis especies de Linum (Linaceae), dos especies de Turnera
(Tuerneraceae), una especie de Melochia (Malvaceae) y Oxalis (Oxalidaceae), y

siete especies de Boraginaceae.

12
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Estos estudios en especies distilicas han permitido, en primer lugar, conocer si
dichas especies presentan un sistema de incompatibilidad caracteristico de la
distilia y en segundo lugar (se presente o no el sistema de incompatibilidad),

caracterizar los eventos de la interaccién polen-pistilo.

Ejemplos de sistemas de incompatibilidad

Familia Boraginaceae

El sistema de incompatibilidad en Anchuia officinalis y Anchuia hybrida no es
dialélico y es independiente de caracteres heteromorficos. El sitio donde se da la
reaccion de la incompatibilidad ocurre en el ovario y no en el estigma (Schou y

Philipp, 1984; Dulberger 1970; citados por; Lewis y Jones 1992).

Barret (1998) menciona que el género Narcissus presenta sistema de
incompatibilidad conocido como sistema de incompatibilidad ovéarico o actividad
tardia del sistema de incompatibilidad, donde la reaccién de incompatibilidad

ocurre después de que el tubo polinico ha entrado al ovario.

Taisma y Wolfang-Varela (2005) realizaron sistemas de cruzas controladas en
Cordia curassavica y reportan que en cruzas intermorfo se observa el mayor
namero de tubos polinicos a lo largo del estigma, estilo y ovario, a diferencia de la
cruza intramorfo pin donde la inhibicion completa de los tubos polinicos ocurrié en

el estigma. En la cruza intramorfo thrum la inhibicion de los tubos polinicos se dio

13
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desde el estigma, estilo y ovario y en las autopolinizaciones de ambos morfos

encontraron un patrén similar al de las cruzas intramorfo pin.

Brys et al. (2008) encontraron bajo un sistema de cruzas controladas en
Pulmonaria officinalis que el morfo pin en autopolinizaciones y cruzas intramorfo
es poco compatible, puesto que formaron semillas de dichas polinizaciones,
mientras que el morfo thrum formé semillas de cruzas intermorfo e intramorfo pero
no de autopolinizaciones, sin embargo, para ambos morfos el nimero de semillas
de cruzas intermorfo es significativamente mayor. También reporta la reaccion de
incompatibilidad sefialando que se presenta depésito abundante de calosa en la
punta de los tubos polinicos incompatibles, sin embargo, no mencionan como es el

patron de aparicion de calosa en los tubos polinicos compatibles.

Machado et al. (2010) estudiaron dos especies distilicas: Cordia globosa y Cordia
leucocephala. Mediante un sistema de cruzas controladas demostraron que
ambas presentan un sistema de incompatibilidad puesto que las Unicas

polinizaciones que formaron frutos fueron las cruzas intermorfo de los dos morfos.

Familia Gentianaceae

Wolfe et al. (2009) reportan que Sebaea grandis presenta un sistema de
incompatibilidad heteromérfico puesto que en un experimento de cruzas
controladas las polinizaciones intramorfo no produjeron frutos mientras que las
polinizaciones intermorfo produjeron 70% de frutos en el morfo thrum y 50% en el

morfo pin. Ademas reportan que los sitios donde se da el rechazo de los tubos
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polinicos incompatibles varian entre morfos; en el morfo pin los tubos polinicos no
crecen mas alla de la superficie del estigma mientras que en el morfo thrum el
crecimiento de los tubos polinicos es arrestado en el estilo, en contraste, los tubos

polinicos compatibles crecen a lo largo del estigma, estilo y llegan al ovario.

Familia Malvaceae

Cope (1962) encontré en Theobroma cacao que la incompatibilidad se da a nivel
de ovario, demostro la falla del desarrollo del ovario fecundado y reporta que una
porcion de 25-100% de los évulos con este tipo de incompatibilidad no muestran

fusién de gametos.

Martin (1967) estudié cuatro especies de Melochia; M. nodliflora, M. pyramidata,
M. tomentosa y M. villosa y reporta que M. nodiflora es la Unica de las cuatro
especie que no es distilica. Para las especies restantes realiz6 un sistema de
cruzas controladas (intermorfo e intramorfo) y reporta que M. tomentosa y M.
villosa son incompatibles puesto que las cruzas intramorfo no generaron ningun
fruto, mientras que, M. pyramidata perdi6 por completo el sistema de
incompatibilidad, ya que, en las cruzas intramorfo para ambos morfos generd

incluso un nimero mayor de frutos que en cruzas intermorfo.

Familia Menyanthaceae

Wang et al. (2005) demostraron que Nymphoides peltata presenta un fuerte
sistema de incompatibilidad, puesto que en un sistema de cruzas que realizaron,

reportan que, en ambos morfos no se forman frutos tanto en autopolinizaciones
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como en cruzas intramorfo, mientras que, ambos morfos generan mas del 60% de

frutos del total de cruzas intermorfo.

Familia Primulaceae

Shivana et al. (1981) reportan los sitios de inhibicibn de polen incompatible de
cruzas intramorfo en Primula vulgaris los cuales pueden ser en diversos sitios del
estigma y estilo dependiendo del morfo, puesto que, en el morfo thrum la inhibicion
se da en la superficie del estigma a través de la falla de germinacion del polen o la
falla en la penetracion al estigma después de la germinacion y en el tejido de
transmision del estigma, entretanto, en el morfo pin el rechazo se da
principalmente en el tejido de transmision del estilo. También reportan que los
tubos polinicos compatibles a las 48h posteriores a la polinizacion llevan a cabo la

fecundacion.

Washitani et al. (1994) estudiaron los patrones de fertilidad femenina en Primula
sieboldii y encontraron que en cruzas intramorfo ambos morfos generalmente no
forman frutos y semillas, en las autopolinizaciones manuales ambos morfos
desarrollan pocos frutos y semillas, pero, en las cruzas intermorfo el nUmero de
semillas es mayor que en autopolinizaciones, sin embargo, los autores no discuten
la implicacion del numero de frutos y semillas producidas en polinizaciones

incompatibles con la distilia.

Brys et al. (2007) realizaron un sistema de cruzas controladas en Hottonia

palustris y reportan lo siguiente; existe un sistema de autoincompatibilidad ya que
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en autopolinizaciones la formacién de frutos y semillas fue baja de 5% y 3%
respectivamente. En polinizaciones intramorfo el morfo pin produce mas frutos
significativamente que el morfo thrum 56.3% y 29.5% respectivamente pero
difieren ambos morfos significativamente con la proporcion de frutos formados de
cruzas intermorfo ya que el morfo pin produce 85.6% y el morfo thrum 87.5% de
frutos, adicionalmente reporta que se formaron semillas de cruzas intramorfo en
ambos morfos pero significativamente menores en comparacion con las formadas

de cruzas intermorfo.

Chen (2009) estudi6 la biologia reproductiva de Primula merilliana y reporta que
esta especie es distilica tanto en morfologia como en funcion puesto que en un
sistema de cruzas obtuvo que los morfos pin y thrum en cruzas incompatibles
(intramorfo y autopolinizacion) producen un numero bajo de semillas y el morfo
thrum en la cruza intramorfo no produjo semillas, a diferencia de, las cruzas
compatibles donde el nimero de semillas es de 83.1% para el morfo thrum y

71.1% para el morfo pin.

Familia Plumbaginaceae

Ferrero et al. (2009) demostraron que Plumbago auriculata presenta un fuerte
sistema de incompatibilidad heteromérfico ya que las cruzas incompatibles no
formaron ningun fruto, mientras que, las cruzas compatibles desarrollaron 66% en
el morfo pin y 53% en el morfo thrum de frutos. Adicionalmente reportan que no se

produjeron tubos polinicos en cruzas incompatibles, solo en cruzas intermorfo y
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dichos tubos polinicos disminuyen en nUmero mientras mas se acercan a la base

del estilo.

Familia Rubiaceae

Bawa y Beach (1983) estudiaron 14 especies de la familia Rubiaceae donde 10 de
ellas son distilicas y nueve presentaron incompatibilidad. En Psychotria acuminata
los tubos polinicos en autopolinizaciones, intramorfo e intermorfo llegaron a la
base del estilo siendo la Unica especie autocompatible. Mientras que en Cephaelis
elata, Coussarea sp, Faramea suerrensis, Faramea sp., Psychotria chiapensis,
Psychotria officinalis, Psychotria suerrensis y Rudgea corniflora el sitio de
inhibicién de los tubos polinicos incompatibles varia entre las especies, los morfos
y en las cruzas, donde en el morfo thrum generalmente la inhibicion se da en el
estigma mientras que en el morfo pin el sitio de inhibicion varia desde el estigma

hasta la base del estilo.

Richards y Koptur (1993) realizaron un sistema de cruzas controladas en
Guettarda scabra y reportan que tiene un sistema atipico de incompatibilidad o
que lo puede estar perdiendo, puesto que todas las polinizaciones
(autopolinizacion manual, intramorfo e intermorfo) formaron frutos en ambos
morfos. En el morfo thrum no hubo diferencia significativa en la formacion de frutos
en las tres cruzas, mientras tanto, en el morfo pin la diferencia fue marginalmente
significativa en cuanto en la formacion de frutos (p=0.040) de las tres cruzas. Los

autores mencionan que dichos resultados sugieren que Guettarda scabra es
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distilica morfologicamente ya que funcionalmente estd perdiendo el sistema de

incompatibilidad.

Pailler y Thompson (1997) reportan la incompatibilidad en Gaertnera vaginata,
encontraron que el morfo pin en autopolinizaciones y cruzas intramorfo es
completamente incompatible, puesto que, dichas polinizaciones no formaron
frutos, entretanto, el morfo thrum no formé frutos en autopolinizaciones, pero en
cruzas intramorfo formé un 25% de frutos, sin embargo esto difiere de las cruzas

intermorfo en ambos morfos donde la produccién de frutos es de 100%.

Faivre (2002) reporta el crecimiento del tubo polinico en cruzas intermorfo y el sitio
de inhibicién del tubo polinico en cruzas incompatibles en Psychotria poeppigiana

Muell., P. chiapensis Standl., y Bouvardia ternifolia Cav., obteniendo lo siguiente:

En P. poeppigiana y P. chiapensis los tubos polinicos de autopolinizaciones y
cruzas intramorfo del morfo thrum no germinaron o fueron inhibidos en el estigma.
En el morfo pin los tubos polinicos de las mismas cruzas fueron inhibidos después
del punto medio del estilo. Para las tres especies reportan que en cruzas

intermorfo los tubos polinicos llegan a la base del estilo.

B. ternifolia. EI morfo thrum presentd tubos polinicos en las autopolinizaciones y
cruzas intramorfo en diferentes sitios del pistilo que van desde el estigma hasta la
base del estilo, mientras que, el morfo pin tiende a presentar los tubos polinicos de

cruzas intramorfo después de la mitad del estilo. En contraste, en
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autopolinizaciones encontraron tubos polinicos antes de la mitad del estilo en

ambos morfos.

Castro et al. (2004) reportan que en Psychotria jasminoides, P. birotula, P.
mapourioides y P. pubigera, una porcién pequefia de tubos polinicos crece en el
tejido del estilo pero nunca alcanzan el ovario principalmente en el morfo pin. En el
morfo thrum la inhibicién del tubo polinico incompatible se da en el estigma.
Ademas mencionan que los tapones de calosa en cruzas incompatibles son de
tamafio irregular y ligeramente hinchados para ambos morfos. Mientras que, en
cruzas compatibles los tubos polinicos llegan a la base del estilo. En cuanto a la
formacion de frutos reportan que en P. jasminoides las cruzas incompatibles en
ambos morfos forman frutos pero significativamente menor a los de las cruzas

intermorfo en ambos morfo.

En P. birotula la autopolinizacién del morfo thrum fue la Unica cruza donde se
desarrollaron frutos, entretanto, en las cruzas incompatibles del morfo pin y la
cruza intramorfo del morfo thrum no se desarrollaron frutos. Los frutos formados
de la autopolinizacion en el morfo thrum son, en cantidad, significativamente

menores que los formados en la cruza intermorfo.

En P. mapourioides el morfo thrum solo desarroll6 frutos en la cruza intermorfo, el
morfo pin formo frutos en todas las cruzas, pero los frutos provenientes de la cruza
intermorfo fueron mayores significativamente que los formados en las cruzas

incompatibles.
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Castro y Araujo (2004) reportan la incompatibilidad en Psychrotrya nuda donde las
autopolinizaciones y cruzas intramorfo forman pocos frutos, a diferencia de las
cruzas intrermorfo donde se da la mayor formacion de frutos en ambos morfos.
Las autopolinizaciones y cruza intramorfo formaron 3 y 13 frutos respectivamente
en el morfo thrum y en el morfo pin dichas cruzas no formaron frutos.
Adicionalmente, mencionan que la reaccibn de incompatibilidad ocurre
principalmente sobre el estigma, presentando en los tubos polinicos incompatibles
depdsito abundante de calosa y de irregular tamafio. Ademas, sefalan que los
tubos polinicos incompatibles crecen en el estilo del morfo thrum y rara vez en el

morfo pin.

Massinga et al. (2005) demostraron la incompatibilidad heteromérfica en Pentasia
prunelloides y P. angustifolia, mediante un sistema de cruzas encontraron que en
ambas especies las autopolinizaciones no forman frutos, pero en las cruzas
intramorfo P. angustifolia forma pocos frutos en ambos morfos y P. prunelloides
so6lo forma en el morfo thrum. Mientras que ambas especies en cruzas intermorfo
forman el mayor niumero de frutos en ambos morfos. Ademas, reportan para P.
prunelloides que el sitio de inhibicién de los tubos polinicos incompatibles en el
morfo thrum se da en el estilo y en el morfo pin el rechazo se da en la parte

superior del estigma. No reportan el sitio de rechazo para P. angustifolia.

Rossi et al. (2005) encontraron que Psychotria ipecacuanha es parcialmente
compatible ya que en cruzas intramorfo formaron frutos en ambos morfos; thrum

6.7% y pin 20%, pero en autopolinizaciones manuales no formaron ningan fruto,
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mientras, en las polinizaciones intermorfo se da la mayor formacién de frutos;
thrum 40% y pin 51%. Adicionalmente, mencionan que los tubos polinicos
incompatibles presentan crecimiento irregular, se desarrollan solo hasta el primer

tercio del estilo y en pocas ocasiones alcanzan la base del estilo.

Consolaro et al. (2009) estudiaron cuatro especies de Palicourea; P. marcgravii, P.
officinalis, P. macrobotrys y P. coriacea, donde solo las dos primeras son distilicas
y mediante un sistema de cruzas reportan que en las cruzas incompatibles en
ambos morfos el nimero de frutos es reducido (<17), a diferencia de el nUmero de

frutos que es mayor significativamente en cruzas intermorfo de ambos morfos.

Li et al. (2010) realizaron un sistema de cruzas en Mussaenda pubescens;
autopolinizaciones y cruzas intramorfo para el morfo thrum, y cruza intermorfo
para el morfo pin puesto que es una especie dioica que parece haber tenido un
sistema de incompatibilidad dimorfico. Encontraron que en la cruza intermorfo pin
los tubos polinicos compatibles se extienden a lo largo de pistilo llegando hasta el
ovario mostrando intervalos regulares de tapones de calosa, mientras que, el
morfo thrum en autopolinizaciones y cruzas intramorfo es incompatible, ya que los
tubos polinicos son arrestados en el estigma aunque algunos tubos polinicos
llegan a la base del estilo y un gran porcentaje muestran hinchazén en sus puntas

y adicionalmente habia pocos tapones de calosa.
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Machado de Oliveira et al. (2010) reportan la incompatibilidad de Palicourea rigida
puesto que en el sistema de cruzas que realizaron encontraron que el morfo thrum
en las cruzas incompatibles (autopolinizacion e intramorfo) no producen frutos a
diferencia del morfo pin que en la autopolinizacion y en la cruza intramorfo produjo
2 y 1 fruto respectivamente y solo las cruzas intermorfo en ambos morfos
producen un numero elevado de frutos. También reportan que el sitio de
incompatibilidad de los tubos polinicos difiere entre morfos. En el morfo thrum el
rechazo se da en el estigma, mientras que, en la autopolinizacion del morfo pin el
sitié de inhibicion es en la base del estilo justo antes de llegar al ovario y en la

cruza intramorfo la inhibicion se da a lo largo del estilo sin llegar al ovario.

Wu et al. (2010) reportan para Hedyotis acutangula lo siguiente: los tubos
polinicos compatibles de ambos morfos fueron mas répidos que los tubos
polinicos incompatibles, siendo los tubos polinicos de la polinizacién intermorfo
pin los mas veloces. Adicionalmente reportan que los tubos polinicos de cruzas
intermorfo e intramorfo presentan un patron de aparicion de calosa excepto en los
tubos polinicos de la autopolinizacién, ademas los tubos polinicos de la
autopolinizacién del morfo thrum presentan tapones de calosa anormales y de
tamano irregular. Para las cruzas incompatibles y compatibles de ambos morfos
observaron tubos polinicos en la base del estilo. Adicionalmente encontraron bajo
un sistema de cruzas controladas que las polinizaciones incompatibles generaron
frutos pero en una menor proporcién que los provenientes de cruzas compatibles

para ambos morfos.
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Familia Turneraceae

La familia Turneraceae comprende diez géneros y 226 especies donde la distilia
esta presente en siete géneros (Turnera, Piriqueta, Hyalocalyx, Loewia, Stapfiella,
Streptopetalum y Tricliceras) y en el 81% de las especies. Las especies restantes
son homostilicas (Adenoa, Erblichia y Mathurina). Adenoa Arbo es un género
monotipico endémico de Cuba, Mathurina penduliflora Balf. f. es endémica de la
isla Rodriguez y Erblichia tiene una especie en América y cuatro en Madagascar.
La distilia en la familia Turneraceae ocurre principalmente en el género Turnera y
Piriqueta las cuales comprenden de 109 y 38 especies distilicas respectivamente,
e interesantemente Turnera tiene cinco especies con poblaciones distilicas vy
homostilicas y Piriqueta cuatro especies con poblaciones distilicas y homostilicas

(Shore et al., 2006).

Martin (1965) reporta la incompatibilidad en Turnera ulmifolia mediante un sistema
de cruzas controladas donde en autopolinizaciones y en cruzas intramorfo no hubo
desarrollo de frutos, solo en dos excepciones y dichas excepciones solo tenian
una semilla en cada fruto. En contraste, todas las cruzas intermorfo produjeron
frutos que contenian de 5-25 semillas cada fruto. También sefiala que el polen de
autopolinizaciones germina normalmente en el apice de las papilas estigmaticas
pero sus tubos polinicos llegaron solo a la base del estigma. Ademas reporta que
en autopolinizaciones la punta de los tubos polinicos a menudo se hincha, hay
liberacién del citoplasma y depdsito abundante calosa en las paredes de los tubos

polinicos, en contraste, las polinizaciones intermorfo el crecimiento normal del tubo
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polinico se caracteriz6 por la poca deposicién de calosa y el crecimiento a través

del tejido del estilo de los tubo polinicos.

Bentley (1979) realiza el primer reporte de incompatibilidad en Turnera trioniflora,
mediante un sistema de cruzas controladas y reporta que las autopolinizaciones y
cruzas intramorfo no desarrollaron semillas, mientras que, las cruzas intermorfo

generaron un promedio de 21-22 semillas en cada morfo.

Barret y Shore (1985) demostraron un sistema fisioldgico de incompatibilidad en
Turnera hermannioides Camb., puesto que las autopolinizaciones y cruzas
intramorfo en ambos morfos generaron pocos frutos y pocas semillas por fruto, en
contraste con las cruzas intermorfo en ambos morfos donde el nimero de frutos y

semillas desarrolladas fue significativamente mayor.

Lopez (1998) estudi6 la biologia reproductiva de Turnera pumilea L. y concluye
gue T. pumilea es una especie monomorfica autocompatible, puesto que, en el
sistema de cruzas que llevo a cabo, las autopolinizaciones formaron un nimero de
semillas que no difiere al nimero de semillas de cruzas intermorfo lo que significa

gue ha perdido el sistema de incompatibilidad.

Tamari et al. (2001) estudiaron los sitios de incompatibilidad de Piriqueta
caroliniana (Walt) y cinco especies del género Turnera. Demuestran que los sitios
de inhibicion en la autopolinizacion ocurren principalmente en el estigma y en la

region superior del estilo en ambos morfos. Ademds, reportan que en las
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autopolinizaciones del morfo thrum los tubos polinicos no generan tapones de
calosa y que los tubos polinicos de la autopolinizacion en el morfo pin son méas
largos que en la autopolinizacion del morfo thrum. Con esto sugieren que los

mecanismos de autoincompatibilidad podrian ser diferentes entre ambos morfos.

Shore et al. 2006 realizan una amplia revision de las especies distilicas en la
familia Turneraceae y reportan que Turnera melochioides y T. pumilea var.
Piauhyensis son autocompatibles y que las especies T. chamaedrifolia, Piriqueta
morongii y P. racemosa tienen poblaciones distilicas y homostilicas

autocompatibles.

Safavian (2009) reportan los sitios de inhibicion de los tubos polinicos de
autopolinizaciones de dos especies de Turnera. En T. joelii la inhibicién de los
tubos polinicos del morfo pin se da en la parte superior del estilo y en el morfo
thrum la inhibicion ocurre en el estigma. En T. scabra la inhibicién de los tubos
polinicos del morfo pin se da un poco mas alla de la parte superior del estilo y en
el morfo thrum la inhibicién ocurre en el estigma. También menciona que en los
tubos polinicos incompatibles los tapones de calosa en ambos morfos de T. joelii y

T. scabra son mas largos que los presentes en tubos polinicos compatibles.

Las especies distilicas presentan diversas caracteristicas en el sistema de
incompatibilidad, ya que, la reaccion de incompatibilidad puede darse desde la
nula germinacion de los granos de polen, inhibicién de los tubos polinicos en el

estigma hasta algun punto del estilo incluyendo la base del estilo pero ademas
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pueden llegar al 6vulo y fecundarlo pero no desarrollar semillas, o bien pueden
desarrollar frutos con semillas pero inviables. Por otra parte también existen
especies distilicas que han perdido el sistema de incompatibilidad tales como:
Melochia pyramidata (Martin, 1967); Psychotria acuminata (Bawa y Beach 1983);
Guettarda scabra (Richards y Koptur, 1993); Turnera pumilea (Lopez, 1998); T.
melochioides, T. pumilea var. piauhyensis, T. chamaedrifolia, Piriqueta morongii y
P. racemosa (Shore et al. 2006) manteniendo ambos morfos existentes pero
autocompatibles. En la especie Turnera diffusa no se ha descrito ni caracterizado
el sistema de incompatibilidad, puesto que los reportes solo mencionan que es
distilica morfolégicamente, pero no se ha corroborado si funcionalmente presenta
el sistema de incompatibilidad caracteristico de especies distilicas, por tal motivo,

este fue el objetivo del trabajo.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el sistema de incompatibilidad heteromérfico en Turnera diffusa.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Identificar el sistema de incompatibilidad de T. diffusa.

- Describir los eventos asociados al sistema de incompatibilidad en T. diffusa.
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MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio
Se emplearon plantas de Turnera diffusa en el campo experimental del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) de la Ciudad de La Paz en el

estado de Baja California Sur (Figura 3) con las siguientes coordenadas: 24° 8’

11.5” Latitud Norte y 110° 25’ 42.4 |longitud oeste.

Figura 3. Sitio de estudio dentro del CIBNOR.
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Descripcion de la especie

Turnera diffusa Willd es un arbusto de 25-100 cm de alto, con hojas sésiles o
pecioladas, peciolos de 1.8-2.0 mm de largo, tomentosos a sericeos, laminas de
6.0-1.8 cm de largo y 3.0-7.0 cm de ancho elipticas u obovadas, base cuneada sin
nectarios, apice agudo a obtuso. Flores solitarias, hermafroditas, heterostilicas y
epifitas, sésiles o con pedicelos de 1mm de largo, dos bracteas, persistentes de
4.0-5.0 mm de largo y 1.2-20 mm de ancho lanceoladas y vellosas. Pétalos de 6.0-
6.5 mm de largo y 3.8-4.2 mm de ancho, obovados, apice obtuso, amarillos y
glabros. Filamentos de 5.0-6.0 mm de largo, anteras 0.4-1.3 mm de largo y 1.0
mm de ancho, ovadas a oblongas; ovario de 1.0-1.1 mm de largo y 1.0 mm de
ancho y ovoide. Estilos de 2.2-3.3 mm de largo y glabros. Capsulas de 3.0-3.8 mm
de largo y 3.00 mm de didmetro, ovoidales, de color verde-amarillentas a pardas,
tuberculadas y sericeas. Semillas de 1.6-1.9 mm de largo y 7.0-1.0 mm de ancho,

reniformes y de color pardas a negras. (Alvarado-Cardenas, 2006).

Distribucion geogréafica de T. Diffusa

Las especies de la Familia Turneraceae se distribuyen principalmente en los
tropicos y subtropicos de América y Africa y pocas especies crecen en Asia.
México cuenta con diez especies de la familia y un género con dos especies en el

Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Lott, 2002; Alvarado-Céardenas, 2006).

La distribucion de T. diffusa va desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de
Sudamérica incluyendo las Antillas. En México se encuentra en los estados de

Baja California, Baja California Sur, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
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Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Lebn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana
Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan

(Alvarado-Cardenas, 2006).

T. diffusa se desarrolla dentro de la vegetaciéon denominada matorral xerofilo,
habita en bosques y matorrales espinosos, a alturas de 0-300 m, con clima de
arido a semiarido, a temperaturas medias anuales de 22.1 a 24° C, con una
maxima de 40° C en los meses de julio y agosto y minimas de 12° C en los meses

de enero y diciembre (Alcaraz, 1999; Lott, 2002)

Identificacién del sistema de incompatibilidad

En el CIBNOR se identificaron 218 flores de T. diffusa correspondientes a 111 del
morfo pin y 107 del morfo thrum, cada individuo se etiquetd y se le asign6é un
namero. En cada individuo identificado numéricamente, se emascularon los
botones florales y se cubrieron con “papel celofan dulce” y cuando se identificd
gue el estigma estaba receptivo se polinizaron las flores (modificado de Rossi et

al, 2005).

Receptividad del estigma y polinizaciones controladas

Para verificar que el estigma se encontraba receptivo se realizd lo siguiente: Se
colectaron de cinco a ocho flores de ambos morfos a intervalos de una hora en un
periodo de diez de la mafiana a dos de la tarde. Las flores se colocaron en una
placa de elisa, posteriormente se emascularon y se les agreg6 una gota de agua

oxigenada (Pio et al., 2004). Las flores que se eligieron para la prueba de
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receptividad del estigma fueron flores en antesis con el estigma abierto y flores en
pre-antesis con el estigma que estaba desde cerrado hasta semiabierto. Una vez

identificado que el estigma se encontraba receptivo se realizo lo siguiente:

Control tratamiento. Se emascularon botones de ambos morfos en pre-antesis y

se etiquetaron.

Control positivo. Se marcaron botones florales de ambos morfos con etiquetas sin

embolsar ni emascular para que se llevara a cabo la polinizacion de forma natural.

Control negativo. Se emascularon botones florales de ambos morfos, se cubrieron

con papel celofan dulce, se etiquetaron y no se polinizaron.

Autopolinizacibn manual. Se polinizaron flores previamente embolsadas en boton

floral, una vez polinizadas se volvieron a embolsar.

Polinizacion intramorfo. Se polinizaron flores previamente emasculadas y cubiertas
de un morfo con polen de flores de otro individuo del mismo morfo. , una vez

polinizadas se volvieron a embolsar.

Polinizacion intermorfo. Se polinizaron flores previamente emasculadas y cubiertas

de un morfo con polen de flores de otro individuo del morfo complementario, una

vez polinizadas se volvieron a embolsar.
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Se utilizaron un total de 94 flores para realizar los controles (Tabla 2) distribuidos

en ambos morfos a diferentes horas post-polinizacion.

Tabla 2. Total de controles en ambos morfos a diferentes horas post-polinizacién. Ctrl. +; control
positivo, Ctrl t; control tratamiento, y Ctrl —; control negativo.

Hora post-
o 1h 3h 6h 48 h
polinizacion
Morfo Ctrl. + Ctrl t Ctrl. + Ctrl t Ctrl. + Ctrl t Ctrl. + Ctrlt  Ctrl -
pin 5 5 5 5 5 5 6 6 6
thrum 5 5 4 4 5 5 6 6 6

En cuanto a las polinizaciones se realiz6 un total de 124 polinizaciones en ambos
morfos, para todas las polinizaciones de 48 h se realizaron seis polinizaciones por
morfo en cada cruza, mientras que para las demas polinizaciones
(autopolinizacién, cruza intramorfo y cruza intermorfo) se realizaron cinco
polinizaciones excepto para la autopolinizacién en el morfo thrum a 1 h post-

polinizacion donde se realizaron tres polinizaciones (Tabla 3).
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Tabla 3. Total de polinizaciones realizadas en ambos morfos por hora y por tratamiento. Auto;
Autopolinizacion, Intra; cruza intramorfo e Inter; cruza intermorfo.

Hora post-
o 1h 3h 6h 48h
polinizacion
Morfo Auto Intra Inter Auto Intra Inter Auto Intra Inter Auto Intra Inter
pin 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6
thrum 3 5 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6

Se colectaron los pistilos (sin el ovario) en post-polinizacion de 48 h estos se
fijaron en una solucién de acido acético y etanol a una proporcién 1:3 (Weller y
Denton, 1976) y los ovarios se dejaron en las plantas para que formaran frutos y

semillas.

Observacion de los tubos polinicos

El protocolo que se sigui6é para observar los tubos polinicos en pistilos polinizados
de 48 h fue el siguiente:

-Los pistilos se suavizaron en una solucién de sulfito de sodio al 10%.

-Se colocaron por 5 minutos en autoclave (Kho y Baer, 1968; citado por Goldraij et
al., 2006).

-Los pistilos se sumergieron en una solucion de azul de anilina al 1% y se dejaron
en oscuridad a 4° C hasta su observacion.

-Para observar los pistilos éstos se colocaron sobre un portaobjetos con una o dos
gotas de azul de anilina, se les colocé un cubreobjetos y se realizé un aplastado
cuidadosamente retirando el excedente de azul de anilina por fuera del cubre

objetos y las preparaciones se sellaron con barniz para ufias.
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-Las preparaciones se mantuvieron en oscuridad a 4° C hasta su observacién
(Lépez et al., 2005).
-Los tubos polinicos se observaron y se tomaron micrografias en un

fotomicroscopio de fluorescencia Olympus modelo Provis AX70.

Produccién de semillas de ambos morfos en el campo

En el campo se colectaron frutos aleatoriamente formados en la naturaleza; 19 del
morfo pin y 32 del morfo thrum y cada fruto fue depositado en un frasco y rotulado.
En el laboratorio se realizdé el conteo total de semillas por fruto, se calcul6 el
promedio y la desviacion estandar (Zar, 1984) para cada morfo. Se realiz6 una
prueba t de student con a=0.05 con el programa Microsoft Excel® para comparar

estadisticamente los promedios del nimero de semillas de ambos morfo.

Produccién de semillas del morfo pin en la cruza intermorfo y del campo

En el laboratorio se realiz6 el conteo total de semillas de los frutos obtenidos de
las cruzas intermorfo del morfo pin y se compararon estadisticamente con una
prueba t de student con las semillas provenientes de frutos producidos de forma
natural colectados del campo del mismo morfo. No se realizo el conteo de semillas
del morfo thrum ya que cuando se intent6 colectar dichos frutos ya habian caido

de la planta.
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Caracterizacion del sistema de incompatibilidad

Se realizaron los tratamientos anteriores con pistilos en post-polinizacion de 1, 3, 6
y 9 h (modificado de Snow y Spira, 1991). La observacion de los tubos polinicos
se llevd a cabo con el protocolo para la observacion de tubos polinicos (descrito
anteriormente), se observaron y se obtuvo el registro de micrografias con un

fotomicroscopio de fluorescencia Olympus modelo Provis AX70.

Tasa de crecimiento y velocidad de los tubos polinicos

Se midieron los tubos polinicos con el programa UTHSCSA Image Tool 3.00° de
las diferentes cruzas en ambos morfos y se calculé el promedio (X) y la desviacién
estandar (D.E.) de la longitud de los tubos polinicos. Con estas medidas se calculd
la tasa de crecimiento de los tubos polinicos y su velocidad de crecimiento V=d/t
donde la distancia (d) es el promedio de las medidas de los tubos polinicos y el

tiempo (t) es el intervalo post-polinizacién en el que se colectaron los pistilos.
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RESULTADOS
Identificacién del sistema de incompatibilidad
Receptividad del estigma
Se comprob6 que los estigmas estaban receptivos cuando al agregarle una gota
de agua oxigenada, mostraban efervescencia, lo cual solo ocurri6 con los
estigmas de morfologia plumosa descrita como “estigma penicilado” (Alvarado-
Céardenas, 2006; Baudilio-Rondo6n, 2008). Mientras que los estigmas que no se
encontraron receptivos, no reaccionaron con el agua oxigenada Yy
morfolégicamente parecian ser mas pequefios y estar cerrados. Los estigmas
receptivos fueron identificados en el periodo de 11:00-14:00h, mientras que, los

estigmas antes y después de ese intervalo de horas no estaban receptivos.

Observacion de los tubos polinicos de 48h post-polinizacion

Morfo pin: Autopolinizacion; se observé abundante polen sobre el estigma de los
pistilos, la inhibicién de los tubos polinicos se dio principalmente en la primera
region del estilo, aunque también hubo tubos polinicos inhibidos antes de la base
del estigma. Gran parte de los tubos polinicos presentaron tapones de calosa, y
estos tapones tenian depdsito abundante de calosa. Algunos tubos polinicos
presentaron hinchazén en la punta o en alguna region del tubo polinico (Figura
4a). Cruza intramorfo; los pistilos presentaron abundante polen en el estigma, la
germinaciéon fue desde 10% hasta ~40%, los tubos polinicos presentaron pocos
tapones de calosa y en dichos tapones la calosa se depdsito abundantemente
(Figura 4b). La reaccién de incompatibilidad se dio desde la baja germinacién de

los granos de polen y la inhibicion del tubo polinico en alguna region del estigma
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pero principalmente fueron inhibidos en la zona de transicién del estigma y del
estilo y en la primera region del estilo. Cruza intermorfo; los pistilos contenian
abundante polen en el estigma, el cual germiné de 80-100%, los tubos polinicos
presentan aparicion repetida de tapones de calosa a diferencia de las cruzas

incompatibles. Los tubos polinicos llegaron a la base del estilo (Figura 4c).

Morfo thrum: Autopolinizacién; el polen que se encontraba en el estigma
presentd poca germinacion, los tapones de calosa de los tubos polinicos
presentaron abundante depdsito de calosa, la inhibicion de los tubos polinicos se
dio principalmente antes de la base del estigma y en la primera regién del estilo y
algunos tubos polinicos presentaron hinchazén en la punta (Figura 4d). Cruza
intramorfo; el polen que se observé germind hasta un ~70%, los tubos polinicos
presentaron depdsito abundante de calosa en los tapones de calosa (Figura 4e) la
inhibicién se dio en la base del estigma, en la primera regién del estilo y se
observaron pocos tubos polinicos en la base del estilo. Cruza intermorfo; los
pistilos contenian abundante polen en el estigma el cual germind ~50% y se

observaron los tubos polinicos en la base del estilo (Figura 4f).
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Autopolinizacién Intramorfo Intermorfo

b N\

pin

thrum

Figura 4. Tubos polinicos a 48h post-polinizacién a-c. Morfo pin. a) Autopolinizacion. Tubo polinico
con hinchazén 100x. b) Cruza intramorfo. Tubos polinicos incompatibles en la mitad del estilo, los
tubos polinicos presentan acumulacién de calosa en la punta y una morfologia aberrante 100x. c)
Cruza intermorfo. Tubos polinicos compatibles llegando a la base del estilo 25x. d-f. Morfo thrum.
d) Autopolinizacion. Punta hinchada de un tubo polinico incompatible 100x. e) Cruza intramorfo.
Punta de un tubo polinico incompatible con morfologia aberrante en la punta del tubo polinico
100x. f) Cruza intermorfo. Tubos polinicos compatibles llegando a la base del estilo 25x.

Solo los tubos polinicos de las cruzas intermorfo de ambos morfos llegaron a la
base del estilo y no se detuvieron, mientras que, en ambos morfos en las cruzas
ilegitimas (cruza intramorfo y autopolinizacion) la inhibicion de los tubos polinicos

se da principalmente en el estigma y en la primera porcion del estilo (Tabla 4).
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Tabla 4. Sitio de inhibicion de los tubos polinicos en cruzas incompatibles para ambos morfos en
las horas post-polinizacién. Las letras en negritas indican el principal sitio de inhibicidn de los tubos

polinicos.
pin thrum
Tipo de o : o :
Autopolinizacién |  Cruza intramorfo Autopolinizacién Cruza intramorfo
cruza
Sobre el estigma Base del estigma
Primera region Antes de la base
del estilo del estigma
Zona de transicion _ »
_ Primera region del
48h del estigmay

Antes de la base

del estigma

estilo

Primera region del

estilo

Primera region

del estilo

estilo

Base del estilo

Formacion de frutos y semillas

En las polinizaciones controladas destinadas a la formacion de frutos, las cruzas

intermorfo de ambos morfos, formaron cinco frutos de seis flores polinizadas de

cada morfo, las cruzas intramorfo no formaron ningun fruto

de seis flores

polinizadas en ambos morfos y en las autopolinizaciones solo se formo un fruto de

seis flores polinizadas en el morfo thrum, mientras que, en el morfo pin no se

formd ningun fruto de seis flores polinizadas (Tabla 5).
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Tabla 5. Total de frutos provenientes de diferentes cruzas controladas. Entre paréntesis el nUmero
de polinizaciones.

Morfo floral
pin thrum
Polinizacion Frutos/flores polinizadas Frutos/flores polinizadas
Autopolinizacion 0/(6) 1/(6)
Intramorfo 0/(6) 0/(6)
Intermorfo 5/(6) 5/(6)

Comparacion del numero de semillas provenientes de cruzas controladas

En el morfo pin de cruzas intermorfo se obtuvo un promedio de 5.8 + 1.64 semillas
por fruto, mientras que, en el morfo pin se produjeron en forma natural un
promedio de 5.42 + 2.00 semillas en la poblacion (Gréafica 1). La prueba
estadistica t (p=0.67) indica que no hay diferencia significativa en el nimero de

semillas que producen ambos morfos en el campo.

Para el morfo thrum se identificé la formacién de frutos por que los ovarios se
hincharon y se tornaron de color verde, mientras que, los ovarios que no
produjeron frutos no se hincharon, presentaron una coloracién blanca vy
disminuyeron su tamafio, sin embargo. Los frutos se perdieron antes de ser

colectados.
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Promedio del numero de semillas de cruzas intermorfo y
semillas producidas de manera natural del morfo pin

8 7 p= 0.67
87
.g )
o 5.80
o 5.42
O 5 -
(<))
=
Z 4

3

Pin campo Pin intermorfo
Morfo

Grafica 1. Promedio de semillas para cada morfo + desviacion estandar (D.E.). Morfo pin (campo):
n= 19, x= 5.42+2.00. Morfo pin (intermorfo): n=5, x= 5.8+1.64. tg 05, p= 0.67.

Produccién de semillas

El morfo pin produce un promedio de semillas de 5.42 + 2.00, mientras que, el
morfo thrum produce un promedio de semillas de 5.75 + 1.79 de forma natural en
la poblacion, (Gréafica 2). La prueba estadistica toos, p= 0.78 indica que no hay
diferencia significativa en el nimero de semillas que producen ambos morfos en el

campo.
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Promedio del numero de semillas que producen ambos
morfos de manera natural
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Thrum campo Pin campo

Morfo

Grafica 2. Promedio de semillas para cada morfo + desviacion estandar (D.E.). Morfo thrum: n=32,
x=5.75£1.79. Morfo pin: n= 19, x= 5.42+2.00. ty0s, p= 0.78.

Caracterizacion del sistema de incompatibilidad
La caracterizacion del sistema de incompatibilidad fue descrita con observaciones

de tubos polinicos a 1, 3, 6 y 9h post-polinizacion (Figuras 5-8).

1h post-polinizacion

A este intervalo post-polinizacion en todas las polinizaciones los tubos polinicos
llegan a la base del estigma y unos cuantos llegan a la primera porcién del estilo.
Sin embargo, el polen de la cruza intramorfo del morfo thrum no germina a este

tiempo post-polinizacién (Figura 5a-f).
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Autopolinizacién Intramorfo Intermorfo

Figura 5. Tubos polinicos a 1h post-polinizacién a-c: Morfo pin. a) Autopolinizacién. Tubos
polinicos incompatibles en la base del estigma 50x. b) Cruza intramorfo. Tubos polinicos
incompatibles en la base del estigma y primera porcién del estilo 50x. ¢) Cruza intermorfo. Tubos
polinicos compatibles en la base del estigma y a la zona de transicion del estigma y del estilo 50x.
d-f. Morfo thrum d) Autopolinizacion. Tubos polinicos incompatibles en la parte superior del estigma
100x. e) Cruza intramorfo. Granos de polen adheridos al estigma sin germinar 100x. f) Cruza
intermorfo. Granos de polen y tubos polinicos compatibles en la parte superior del estigma 100x.

3h post-polinizacion

En este tiempo post-polinizacion se observd lo siguiente. Morfo pin:
Autopolinizacion; los tubos polinicos se inhiben desde la base del estigma hasta
mas alla de la primera mitad del estilo. La mayor inhibicién se da en la primera
porcion del estilo (Figura 6a). Cruza intramorfo; la inhibicion de los tubos
polinicos se presenta desde la base del estigma y el primer tercio del estilo y
existe abundante depdsito de calosa (Figura 6b). Cruza Intermorfo; la mayoria de
los tubos polinicos llegan a la primera porcién del estilo y otros en minoria llegan a
la mitad del estilo, adicionalmente se observé que en la base del estilo habia un

tubo polinico (Figura 6c¢).
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Morfo thrum: Autopolinizacion; los tubos polinicos se inhiben principalmente en
la base del estigma (Figura 6d) y antes de la primera mitad del estilo, sin embargo,
hay algunos tubos polinicos que se observaron en la base del estilo. Cruza
Intramorfo; La inhibicidon de los tubos polinicos se da principalmente en la parte
superior del estigma, donde solo emerge el tubo polinico del grano de polen y
también se inhiben en la base del estigma y en la primera porcion del estilo (Figura
6e). Cruza Intermorfo; Algunos tubos polinicos llegan a la mitad del estilo y la

mayoria llega a base del estilo (Figura 6f).

Autopolinizacién Intramorfo Intermorfo

pin

thrum

Figura 6. Tubos polinicos a 3h post-polinizaciéon a-c: Morfo pin, a) Autopolinizacion. Tubos
polinicos incompatibles en la primera porcidn del estilo 50x. b) Cruza intramorfo. Tubos polinicos
incompatibles en la primera porcion del estilo 50x. ¢) Cruza intermorfo. Tubos polinicos compatibles
llegando casi a la base del estilo 50x. d-f. Morfo thrum. d) Autopolinizacién. Tubos polinicos
incompatibles en la parte superior del estigma 75x. e€) Cruza intramorfo. Tubos polinicos
incompatibles en la parte superior del estigma 50x. f) Cruza intermorfo. Tubos polinicos
compatibles llegando a la base del estilo 50x.
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6h post-polinizacion

En este tiempo de post-polinizacion se observé lo siguiente. Morfo pin:
Autopolinizacion; la mayoria de los tubos polinicos se inhibieron en la base del
estigma, sin embargo, algunos pocos llegaron mas alla de la primera porcion del
estilo (Figura 7a), algunos tubos polinicos tienen paredes engrosadas. Cruza
Intramorfo; la inhibicidn de los tubos polinicos se da principalmente en la base del
estigma y en la primera porcion del estilo, sin embargo, se observaron tubos
polinicos en la base del estilo. También hay depdsito abundante de calosa en
algunos tubos polinicos y algunos presentan la punta hinchada (Figura 7b). Cruza

Intermorfo; los tubos alcanzan la base del estilo (Figura 7c).

Morfo thrum; Autopolinizacién; Muy pocos granos de polen germinaron y la
inhibicién de los tubos polinicos se da principalmente en la base del estigma y en
la primera porcion del estilo. Se observaron pocos tubos polinicos que llegaron a
la base del estilo. Hay tubos polinicos con abundante depésito de calosa,
hinchados y bifurcados en la punta (Figura 7d). Cruza Intramorfo; los tubos
polinicos se inhiben en la base del estigma y en la primera porcién del estilo, sin
embargo, hay pocos tubos polinicos que llegaron a la mitad del estilo (Figura 7e) y
base de éste. Se observd abundante depdsito de calosa en los tapones. Cruza

Intermorfo; los tubos polinicos llegaron a la base del estilo (Figura 7f).
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Autopolinizacién Intramorfo Intermorfo

pin

thrum

Figura 7. Tubos polinicos a 6h post-polinizacién a-c: Morfo pin, a) Autopolinizacién. Tubos
polinicos incompatibles en el primer tercio del estilo 50x. b) Cruza intramorfo. Tubo polinico
incompatible con hinchazén en la punta 100x. c) Cruza intermorfo. Tubos polinicos compatibles
convergiendo en la mitad del estilo 50x. d-f. Morfo thrum. d) Autopolinizacién. Tubo polinico
incompatible con bifurcacién en la punta 100x. e) Cruza intramorfo. Tubos polinicos incompatibles
con abundante depdsito de calosa 50x. f) Cruza intermorfo. Tubos polinicos compatibles en la base
del estilo 25x.

9h post-polinizacién

A este intervalo post-polinizacion se observé lo siguiente. Morfo pin:
Autopolinizacion; En el estigma (de los pistilos) se observé abundante polen, el
cual presentdé germinacion de 60-80% vy los tubos polinicos se inhiben desde
alguna region del estigma hasta la primera porcién del estilo. Hay tubos polinicos
con la punta hinchada (Figura 8a). Cruza Intramorfo; hay abundante polen a lo
largo del estigma pero la germinacion del polen fue casi nula y hasta un ~40%, la
inhibicién de los tubos polinicos se presenté en los granos de polen, sobre el
estigma, en la base del estigma y entre la zona de transicién del estigma y el
estilo. Los més largos se inhibieron en la primera porcion del estilo.
Adicionalmente se observé que los tapones de calosa presentaron abundante

depdsito de calosa (Figura 8b). Cruza Intermorfo; hay abundantes granos de
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polen en los estigmas, los cuales germinaron del 90-100% y la mayoria de los

tubos polinicos llegaron a la base del estilo (Figura 8c).

Morfo thrum; Autopolinizacién; el polen mostr6 una germinacion variada por
pistilo. En el 60% de los pistilos hubo nula germinacion y en los pistilos restantes
la germinacion fue hasta del ~80% la reaccion de incompatibilidad se dio desde
nula germinacién del polen, inhibicion de los tubos polinicos en la primera porcién
del estilo (Figura 8d) y hasta dos tubos polinicos en la base del estilo. Cruza
Intramorfo; se observd abundante polen en los estigmas, el cual germiné en poca
proporcién ~20% vy la inhibicion de los tubos polinicos se dio desde las primeras
regiones del estigma, hasta la primera porcion del estilo. En dos pistilos se
observo un tubo polinico que llegé hasta la base del estilo (Figura 8e). Cruza
Intermorfo; se observé abundante polen a lo largo de los estigmas de los pistilos
el cual germiné ~90-100% y la mayoria de los tubos polinicos llegaron a la base

del estilo (Figura 8f).
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Autopolinizacién Intramorfo Intermorfo

pin

thrum

Figura 8. Tubos polinicos a 9h post-polinizacién a-c: Morfo pin. a) Autopolinizacién. Tubo polinico
incompatible en la mitad del estilo 100x. b) Cruza intramorfo. Polen incompatible sin germinar 50x.
¢) Cruza intermorfo. Tubos polinicos llegando a la base de los estilo 15x. d-f. Morfo thrum. d)
Autopolinizacion. Polen sin germinar. €) Cruza intramorfo. Tubos polinicos incompatibles con
ausencia en la apariciéon de los tapones de calosa con respecto a la cruza intermorfo thrum. f)
Cruza intermorfo. Tubos polinicos en la base del estilo.

Los sitios de inhibicion de los tubos polinicos incompatibles varian en cada morfo y
tipo de cruza, los cuales, pueden ser en la parte superior del estigma, en la base
del estigma, en el sitio de transicion del estigma y del estilo, en la primera porcion,
en la mitad, y en la base del estilo. La tabla 6 representa el sitio de inhibicion de
los tubos polinicos de las diferentes cruzas en las diferentes horas post-

polinizacion para cada morfo de T. diffusa.
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Tabla 6. Sitio de inhibicion de los tubos polinicos en cruzas incompatibles para ambos morfos en
las horas post-polinizacién. Las letras en negritas indican el principal sitio de inhibicidn de los tubos

polinicos.

pin

thrum

Tipo de
cruza

Autopolinizacion

Cruza intramorfo

Autopolinizacion

Cruza intramorfo

1h

3h

6h

9h

Base del estigma

Base del estigma

Base del estigma

Polen sin germinar

Base del estigma

Primera porcion del
estilo

Base del estigma

Primer tercio del
estilo

Base del estigma

Primer tercio del estilo

Parte superior del

estigma
Base del estigma

Primera porcion
del estilo

Base del estigma

Primera porcion del
estilo

Base del estigma

Primera porcion
del estilo

Base del estilo

Parte superior del
estigma

Base del estigma

Primera porcion del
estilo

Base del estilo

Base del estigma

Primera porcion
del estilo

Mitad del estilo

Alo largo del
estigma

Primera porcion del
estilo

Alo largo del
estigma

Primera porcion
del estilo

Primera porcion del
estilo

Base del estilo

Primera porcion
del estilo

Base del estilo

Las letras en negritas indican el principal sitio de inhibicion de los tubos polinicos.
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El tiempo en el que llegan los tubos polinicos compatibles a la base del estilo en
cada morfo es diferente. Los tubos polinicos de la cruza intermorfo pin (morfo pin
receptor de polen) llegan a la base del estilo a las seis horas post-polinizacién,
mientras que, la mayoria de los tubos polinicos de la cruza intermorfo thrum
(morfo thrum receptor de polen) llegan a la base del estilo a las tres horas post-
polinizacion, aunque también se observaron abundantes tubos polinicos en la
mitad del estilo, pero a las seis horas post-polinizacién todos lo tubos polinicos ya

llegaron a la base del estilo (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion del sitio al que llegan los tubos polinicos compatibles en ambos morfos en
las diferentes horas post-polinizacion de las cruzas intermorfo

pin thrum
Tipo de cruza Cruza intermorfo Cruza intermorfo
1h Base del estigma Base del estigma
Mitad del estilo
3h Primera porcion del estilo
Base del estilo
6h Base del estilo Base del estilo
9h Base del estilo Base del estilo

Tasa de crecimiento de los tubos polinicos

Los tubos polinicos compatibles de ambos morfos son mas largos (xtD.E) a razon
gue aumenta el tiempo post-polinizacién: morfo pin intermorfo; 1h
302.64£157.49um, 3h 765.29+294.77um y 6h 2,555.62+537.05um; morfo thrum
intermorfo; 1h 405.9+306,48 um, 3h 1,327.28+346,63 um, 6h 1,809.64+561,55 pum.
A diferencia de los tubos polinicos incompatibles donde no se encuentra una

relacion de la distancia con el tiempo (Tabla 8).
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Tabla 8. Tasa de crecimiento de los tubos polinicos de ambos morfos en las diferentes
polinizaciones. Se muestra el promedio mas menos la desviacion estandar (xxD.E.) de la distancia
de los tubos polinicos, n es el nimero de tubos polinicos que se midieron.

Distancia um
Polinizacion Autopolinizacion Intramorfo Intermorfo
Tiempo (h) Morfo n x£D.E n x£D.E n x£D.E
pin 23 202,88+97,87 11  250,19+150,07 | 71  302,64+157,49
' thrum 75 785,93+407,56 0 0,00 25 405,9+306,48
pin 46  695,02+243,96 | 98 672,12+259,82 |21  765,29+294,77
’ thrum 89 828,98+385,80 | 13 934,09+287,52 | 72 1,327,28+346,63
pin 70 671,17+406,42 | 116 874,97+398,71 | 67 2,555,62+537,05
° thrum 145 412,21+430,04 | 111 727,27+715,33 |79 1,809,64+561,55

Velocidad de crecimiento de los tubos polinicos
En la tabla 9 se muestran las velocidades de los tubos polinicos en las diferentes
cruzas y horas post-polinizacion. Estos datos se representan en las graficas 3-7,

para comparar las velocidades de los tubos polinicos en diferentes cruzas.

Tabla 9.Velocidad de los tubos polinicos en los morfos en las diferentes cruzas.

Velocidad (um/min.)

Tiempo Morfo Autopolinizacion Intramorfo Intermorfo
1 pin 3,38 4,17 5,04
thrum 13,10 0,00 6,77
3 pin 3,86 3,73 4,25
thrum 4,61 5,19 7,37
6 pin 1,86 2,43 7,10
thrum 1,15 2,02 5,03
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La velocidad de los tubos polinicos del morfo pin tiende a disminuir conforme pasa
el tiempo en las tres cruzas; autopolinizacion, cruza intramorfo y cruza compatible
(en este caso el morfo thrum es el receptor de polen), pero los tubos polinicos de
la cruza compatible tienden a ser mas veloces que los tubos polinicos

incompatibles (Gréfica 3).

Velocidad de los tubos polinicos del morfo pin

7 7,37
6,77

B 5,03

3,73

i 3,38 38 2,43

B 1,86

Velocidad pm/min
OFRPNWHMKMOIUON O
1

1 3 6
Tiempo (h)

—e— Autopolinizacién —#— Intramorfo —&— Intermorfo

Grafica 3. Velocidad de crecimiento de los tubos polinicos del morfo pin en diferentes cruzas.

Los tubos polinicos del morfo thrum de la cruza compatible (en este caso el morfo
pin es el receptor de polen) a una hora post-polinizacién son mas lentos que los
tubos polinicos de la autopolinizacion, mientras que los tubos polinicos de la cruza
intramorfo alin no han germinado. A las 3 h post-polinizacion los tubos polinicos
de la autopolinizacion y de la cruza compatible disminuyen su velocidad, mientras
que, los tubos polinicos de la cruza intramorfo la aumentan, sin embargo, a las 6
horas post-polinizacién los tubos polinicos de la cruza compatible son mas rapidos

que los tubos polinicos de la autopolinizacion y la cruza intramorfo (Gréfica 4).
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Velocidad de los tubos polinicos del morfo thrum

7,10

2,02
1,15

Velocidad pm/min

1 3 6
Tiempo (h)

—e— Autopolinizacién —#— Intramorfo —&— Intermorfo

Grafica 4. Velocidad de crecimiento de los tubos polinicos del morfo thrum en diferentes cruzas.

Los tubos polinicos del morfo thrum a 1 y 3 horas post-polinizacion tienen una
menor velocidad de crecimiento que los tubos polinicos del morfo pin, sin
embargo, a las 6h post-polinizacion la velocidad de los tubos polinicos del morfo

thrum es mayor que la velocidad de los tubos polinicos del morfo pin (Grafica 5).

Velocidad de los tubos polinicos del morfo pin y thrum

8 - 7,37
6,77 ’
£ 71 ' 7,10
E g
g5/ 5,03
T 4 5,04
_'S 3 4,25
o
S 21
1
0
1 3 6
Tiempo (h)

—o— Morfo pin —#— Morfo Thrum

Grafica 5. Velocidad de crecimiento de los tubos polinicos compatibles de ambos morfos.
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Velocidad de los tubos polinicos de ambos morfos en diferentes pistilos
La velocidad de los tubos polinicos de ambos morfos difiere segun el pistilo en el
gue se encuentren, siendo los tubos polinicos de ambos morfos mas veloces en

pistilos del morfo complementario (Grafica 6-7).

Los tubos polinicos del morfo pin mostraron que a todas las horas post-
polinizacion son mas veloces en el pistilo del morfo thrum que en el pistilo pin de la
misma flor (autopolinizacion) y que en el pistilo pin de un individuo diferente (cruza

intramorfo) (Gréfica 6).

Velocidad de los tubos polinicos del morfo pin en
distintos pistilos

< 8- 7,37
£
S
3
©
@
©
k3]
o
o
>
1 3 6
Tiempo (h)

M Pistilo propio M Pistilo de otro individuo B Pistilo thrum

Grafica 6. Velocidad de los tubos polinicos del morfo pin en distintos pistilos.

Los tubos polinicos del morfo thrum son mas veloces a la primera hora en su
mismo pistilo (autopilinizacion), mientras que a las 3 horas pos-polinizacién los

tubos polinicos en otro pistilo thrum (cruza intramorfo) son los mas veloces y a las
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6 horas post-polinizacion los tubos polinicos del morfo thrum son mas veloces en

el pistilo del morfo pin (Grafica 7).

Velocidad de los tubos polinicos del morfo thrum

16 7

12 4

en distintos pistilos

13,10

7,10

Velocidad (pm/min)
oo

Tiempo (h)

M Pistilo propio thrum EPistilo de otro individuo thrum B Pistilo pin

Grafica 7. Velocidad de los tubos polinicos del morfo thrum en distintos pistilos.
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DISCUSION
El estudio de los sistemas de incompatibilidad se basa tanto en la observacion del
crecimiento y morfologia de los tubos polinicos compatibles e incompatibles a lo
largo del pistilo (Cope, 1962; Martin, 1965; Shivana et al., 1981; Bawa y Beach,
1983; Barret, 1998; Tamari et al.,, 2001; Faivre, 2002; Castro y Araujo, 2004;
Castro et al., 2004; Massinga et al., 2005; Rossi et al., 2005; Taisma y Wolfang-
Varela, 2005; Brys et al., 2008; Ferrero et al., 2009; Safavian, 2009; Wolfe et al.,
2009; Li et al., 2010; Machado de Oliveira et al., 2010; Wu et al., 2010), como en la
formacion de frutos y semillas en cruzas controladas; (Martin, 1965; Martin, 1967,
Bentley, 1979; Barret y Shore, 1985; Richards y Koptur, 1993; Washitani et al.,
1994; Pailler y Thompson, 1997; Lopez, 1998; Castro y Araujo, 2004; Castro et al.,
2004; Massinga et al,. 2005; Rossi et al., 2005; Wang et al., 2005; Brys et al.,
2007; Brys et al., 2008; Chen, 2009; Consolaro et al., 2009; Ferrero et al., 2009;
Wolfe et al., 2009; Machado et al., 2010; Machado de oliveira et al., 2010; Wu et
al., 2010) y en el seguimiento de los individuos provenientes de cruzas
incompatibles desde la germinacion de las semillas hasta el crecimiento y

desarrollo de las plantulas (Darwin, 1877).

En T. diffusa se estudio el crecimiento de los tubos polinicos y formacién de frutos
y semillas. El fruto que se formé de las autopolinizaciones del morfo thrum
concuerda con lo que reportan, Barret y Shore (1985) en Turnera
hermmaniodides, Washitani et al. (1994) en Primula sieboldii, Pailler y Thompson
(1997) en Gaertnera vaginata, Castro y Araujo (2004) en Psychotria nuda, Castro

et al., (2004) en Psychotria jasminoides, P. birotula y P. mapourioides, Massinga et
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al. (2005) en Pentasia prunelloides y P. angustifolia, Rossi et al. (2005) en
Psychotria ipecacuana, Brys et al. (2007) en Hottonia palustres, Brys et al. (2008)
en Pulmonaria officinalis, Chen (2009) en Primula merilliana, Consolaro et al.
(2009) en P. marcgravii y P. officinalis, Machado de oliveira et al. (2010) en
Palicourea rigida y Wu et al. (2010) en Hedyotis acutangula, puesto que,
encontraron que en cruzas incompatibles (autopolinizacién o cruza intramorfo) en
alguno o en ambos morfos se llegan a desarrollar pocos frutos con un ndmero
menor de semillas en comparacién con las cruzas intermorfo, sin embargo, se
esperaria que las polinizaciones incompatibles no formaran frutos como lo
reportan Martin (1965) en Turnera ulmifolia, Martin (1967) en Melochia tomentosa
y M. villosa, Bentley (1979), Wang et al. (2005) en Nymphoides peltata, Ferrero et
al. (2009) en Plumbago auriculata, Wolfe et al. (2009) en Sebaea grandis,
Machado et al. (2010) para Cordia globosa y Cordia leucocephala que es lo que

caracteriza el sistema de incompatibilidad.

El sitio de inhibicibn de los tubos polinicos incompatibles (autopolinizacion e
intramorfo) de T. diffusa, se dio en diversos puntos del pistilo que van desde el
estigma, mitad y base del estilo, lo cual es similar a lo que reportan (Martin, 1965
Shivana et al. 1981; Bawa y Beach, 1983; Tamari et al., 2001, Faivre, 2002; Castro
y Araujo, 2004; Castro et al., 2004; Massinga et al., 2005; Rossi et al., 2005;
Taisma y Wolfang-Varela, 2005; Safavian, 2009; Wolfe et al., 2009; Li et al., 2010;
Machado de Oliveira et al. 2010; Wu et al. 2010), donde mencionan que

observaron tubos polinicos incompatibles inhibidos en diferentes regiones del

58


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

pistilo incluso algunos alcanzando el ovario (Cope 1962; Barret, 1998; Lewis y

Jones 1992; Taisma y Wolfang-Varela, 2005).

En diversas especies distilicas no se encuentra una diferencia marcada en el sitio
de inhibicion entre el morfo pin y thrum en las cruzas incompatibles (Shivana et al.,
1981 en Primula vulgaris; Bawa y Beach, 1983 en Coussarea sp; Tamari et al.,
2001 en Turnera scabra Millspaugh; Faivre, 2002 en Bouvardia ternifolia Cav;
Taisma y Wolfang-Varela, 2005 en Cordia curassavica; Safavian, 2009 en Turnera
joelii y Turnera scabra; Wolfe et al., 2009 en Sebaea grandis; Machado de Oliveira
et al., 2010 en Palicourea rigida) ya que el sitio de inhibicion de estas especies
puede ir desde el estigma hasta algun sitio del estilo. Sin embargo, hay especies
gue si tienen una diferencia marcada en el sitio de inhibicibn en ambos morfos
(Bawa y Beach, 1983 en Cephaelis elata, Coussarea sp, Psychotria chiapensis,
Psychotria officinalis, Psychotria suerrensis y Rudgea corniflora; Faivre, 2002 en
Psychotria poeppigiana Muell y Psychotria chiapensis Standl; Castro y Araujo
2004 en Psychrotrya nuda; Castro et al. 2004; en Psychotria jasminoides, P.
birotula, P. mapourioides y P. pubigera; Massinga et al.,, 2005 en Pentasia
prunelloides;) o es igual en ambos morfos en las cruzas incompatibles (Martin,
1965 en Turnera ulmifolia; Ferrero et al.,, 2009 en Plumbago auriculata; Bawa y
Beach, 1983 en Faramea suerrensis; Tamari et al. 2001 en Turnera subulata
Smith, Turnera krapovickasii Arbo, Turnera joelii Arbo, Turnera grandiflora y
Piriqueta caroliniana Walt.; Rossi et al., 2005 en Psychotria ipecacuanha; Wu et
al., 2010 en Hedyotis acutangula;). En Turnera diffusa el sitio de inhibicion de los

tubos polinicos no tiene una diferencia bien marcada ya que los tubos polinicos del

59


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

morfo pin en cruzas incompatibles se inhiben principalmente en la zona de
transicion del estigma y estilo y primera region del estilo, mientras que los tubos
polinicos incompatibles del morfo thrum se inhiben principalmente desde la base
del estigma hasta la primera regién del estilo, estos resultados concuerdan con lo
reportado en el trabajo de Martin (1965) con Turnera ulmifolia; Tamari et al., 2001
en diversas especies de Turnera sp. y Piriqueta caroliniana, ya que sus resultados
indican que el sitio de inhibicion es el mismo en ambos morfos en las cruzas
incompatibles, pero contrastan con lo que reporta Safavian (2009) en Turnera joelii
y Turnera scabra, puesto que, en estas especies el sitio de inhibicion de los tubos

polinicos si varia en cada morfo.

Las caracteristicas que se encontraron en los tubos polinicos incompatibles tales
como puntas hinchadas, abundante depdsito de calosa y apariciones irregulares
de tapones de calosa, corresponde a lo que reportan (Martin, 1965; Tamari et al.
2001; Castro y Araujo, 2004; Castro et al., 2004; Rossi et al., 2005; Brys et al.,
2008; Safavian, 2009; Li et al. 2010; Wu et al., 2010) para las cruzas incompatibles
donde se presenta hinchazoén en la punta de tubos polinicos y abundante depdsito

de calosa.

Tamari et al. (2001) sugieren que los que los mecanismos de incompatibilidad
pueden ser diferentes en los morfos de las especies de Turnera sp. y Piriqueta
caroliniana que estudiaron, ya que reportan que los tubos polinicos del morfo
thrum en las autopolinizaciones no forman tapones de calosa y que los tubos

polinicos del morfo pin en la misma polinizacién son mas largos. En este estudi6
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de Turnera diffusa no se encontré una diferencia observable en cuanto a las
caracteristicas de la reaccion de incompatibilidad en los morfos, por lo tanto, en
este estudio la reaccién de incompatibilidad se da en ambos morfos de manera

similar.

Los tubos polinicos compatibles en el pistilo del morfo pin llegan a la base del
estilo a las 6 horas post-polinizacién, mientras que, los tubos polinicos compatibles
en el pistilo del morfo thrum llegan a la base del estilo a las 3 horas post-
polinizacion, estos resultados podian haberse esperado ya que la distancia que
tienen que recorrer los tubos polinicos compatibles en el estilo del morfo pin es
mayor a la distancia que tienen que recorrer los tubos polinicos compatibles en el
morfo thrum. Estos resultados se complementan con la tasa de crecimiento de los
tubos polinicos (Tabla 8) donde a las 6 horas post-polinizaciéon en las cruzas
compatibles los tubos polinicos de ambos morfos logran su mayor distancia, la

cual difiere entre cada morfo.

Los datos obtenidos en este estudio en cuanto a la tasa de crecimiento y velocidad
de los tubos polinicos son, en cierta medida, similares en cuanto a las cruzas
compatibles frente a las cruzas incompatibles, ya que, se observa que los tubos
polinicos compatibles tienden a ser mas rapidos en comparacion con los tubos
polinicos incompatibles, sin embargo, los tubos polinicos de la autopolinizacion del
morfo thrum son mas largos y por ende mas rapidos que los tubos polinicos de la
cruza intramorfo y que los tubos polinicos compatibles a la primera hora post-

polinizacion, este dato a pesar de parecer errébneo concuerda con lo que reporta
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Tamari et al.,, (2001), puesto que reportan que los tubos polinicos de la
autopolinizacién del morfo pin son mas largos incluso que los tubos polinicos
compatibles. Por tal motivo este dato podria considerarse como otra caracteristica

de la reaccion de incompatibilidad.

La velocidad de los tubos polinicos de Turnera diffusa difiere entre morfos siendo
mas veloces los tubos polinicos del morfo pin, puesto que a las tres horas post-
polinizacion una gran porcidén de tubos polinicos ya llegd a la base del estilo,
mientas que, los tubos polinicos del morfo thrum llegan a la base del estilo hasta
las 6 horas post-polinizacion, esto difiere con lo que reporta Shivanna et al. (1981)
ya que en su trabajo reportan que a la misma hora post-polinizacion en ambos
morfos los tubos polinicos compatibles a las 32 horas estan en el ovario y a las 48
horas ocurre la fecundaciéon. Pero estos resultados concuerdan con lo que reporta
Wu et al. (2010) puesto que en su estudio encontraron que si hay una diferencia
en la velocidad de los tubos polinicos compatibles. Por lo tanto, en este trabajo se
encontroé que los tubos polinicos compatibles de Turnera diffusa tienen velocidad

diferente entre los morfos.
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CONCLUSIONES
Solo se formaron frutos y semillas en las cruzas intermorfo en ambos morfos,
mientras que en las cruzas intramorfo y autopolinizacion no se formaron frutos
(solo uno en la autopolinizacion del morfo thrum), estos resultados también
demuestran que T. diffusa es distilica tanto morfolégicamente como

funcionalmente.

Turnera diffusa presenta un sistema de incompatibilidad heteromorfico ya que los
tubos polinicos de las cruzas intermorfo en ambos morfos llegaron a la base del
estilo a las 48 h post-polinizacion, mientras que, los tubos polinicos de las cruzas
intramorfo y autopolinizacion en ambos morfos son inhibidos desde el estigma
hasta la primera porcion del estilo. Adicionalmente, los tubos polinicos de las
cruzas intramorfo y autopolinizacibn de ambos morfos presentan caracteristicas
tales como; hinchazon en la punta del tubo polinico, expansion en los tapones de
calosa, pocos tapones de calosa y morfologia aberrante de los tubos polinicos,
estas caracteristicas corroboran que en T. diffusa se estd dando una reaccion de

incompatibilidad.

En Turnera diffusa los tubos polinicos compatibles tienden a ser mas veloces que

los tubos polinicos incompatibles a lo largo del tiempo post-polinizacion.

Los tubos polinicos de ambos morfos son mas veloces en los pistilos del morfo
complementario en comparacién de estar en su mismo pistilo o en un pistilo de

otro individuo del mismo morfo.
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Los tubos polinicos del morfo pin son mas veloces que los tubos polinicos del

morfo thrum en cruzas compatibles.

Los resultados de la inhibicion de los tubos polinicos a las 48h post-polinizacién, la
nula formacion de frutos en cruzas incompatibles, las caracteristicas de los tubos
polinicos incompatibles y la velocidad de los tubos polinicos de ambos morfos en
distintos pistilos sugieren que T. diffusa es autoincompatible tanto
morfolégicamente como funcionalmente, por lo tanto, se considera que Turnera
diffusa presenta un sistema de incompatibilidad heteromorfico caracteristico de

especies distilicas.
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PERSPECTIVAS

Se debe aumentar significativamente el numero de polinizaciones destinadas a
formar frutos y semillas. También es importante poder hacer estudios en donde se
puedan clonar los genes que median las caracteristicas propias de la heterostilia
gue se encuentran en el locus S, pero principalmente, aquellos que estan
involucrados en el reconocimiento y rechazo del polen, ya que en base a esta
informacion se puede establecer el mecanismo de rechazo del polen incompatible

en esta especie de importancia econémica.
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ANEXOS

Anexo |. Evidencia de la de incompatibilidad en diversas especies distilicas.

Sitio de inhibicién del tubo polinico y/o caracteristicas de incompatibilidad

pin thrum
Autor Familia Especie Autopolinizacion | Cruza intramorfo | Autopolinizacion | Cruza intramorfo M:;?Sgi:e
Schouy
Philipp,
1984; . . . . .
Anchuia Ovario (no Ovario (no Ovario (no Ovario (no
Dulberger . L e o o e Tubos
1970- Boraginaceae offlcmal!s y A. | especifica en que | especifica en que | especifica en que | especifica en que polinicos
. o hybrida cruza) cruza) cruza) cruza)
citados por;
Lewis 'y
Jones 1992
Ovario (no Ovario (no Ovario (no Ovario (no
Barret . o o o o Tubos
Narcissus sp | especifica en que | especifica en que | especifica en que | especifica en que P
(1998) polinicos
cruza) cruza) cruza) cruza)
Taismay
Wolfang- Cordla. Estigma Estigma Estigma Estigma gstllo y TL’Jb_os
Varela curassavica ovario polinicos
(2005)
Expansion de Expansion de Expansion de Expansion de
. calosa en la calosa en la punta | calosa en la punta | calosa en la punta
Brys et al. Pulmonaria Tubos
Co punta de los de los tubos de los tubos de los tubos .
(2008) officinalis . Py . Py polinicos
tubos polinicos polinicos polinicos polinicos
incompatibles incompatibles incompatibles incompatibles
Pulmonaria Formo pocas Formo pocas . . Formo pocas Conteo de
Co . . No formé semillas . -
officinalis semillas semillas semillas semillas
Machado Conteo de
et al. Cordia globosa | No formé frutos No formé frutos No formd frutos No formé frutos
frutos
(2010)
C. leucocephala | No formo frutos No formé frutos No formd frutos No formé frutos Cc}?&?gsde
Wwolfe et al. Gentianaceae | Sebaea grandis No se realizd Superfme del No se realizd Estilo TL,Jb.OS
(2009) estigma polinicos
Sebaea grandis No se realizd No formd frutos No se realizd No formé frutos Cc}?&?gsde
Cope Theobroma Ov_a}rlo (no O\{a}no (no Ov_a}no (no O\{a}rlo (no Tubos
Malvaceae especifica en que | especifica en que | especifica en que | especifica en que .
(1962) cacao polinicos
cruza) cruza) cruza) cruza)
Martin Melochia . . . . Conteo de
(1967) pyramidata No se realizd Autocompatible No se realizd Autocompatible frutos
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M. tomentosa

No se realizé

No formé frutos

No se realizé

No formé frutos

Conteo de

frutos
M. villosa No se realizé No formé frutos No se realizé No formé frutos Cc}?&?gsde
Wwang et al. Menyanthaceae Nymphoides No formé frutos No formé frutos No formd frutos No formé frutos Conteo de
(2005) peltata frutos
. . Tejido de Superficie del
Shivana et . Primula. . L . estigma y tejido Tubos
Primulaceae . No se realizé transmision del No se realizé s -
al. (1981) vulgaris estilo de transmisién del | polinicos
estigma
Washitani Formo pocos Formo pocos Conteo de
etal P. sieboldii P No formé frutos P No formé frutos
frutos frutos frutos
(1994)
Formo pocas . . Formo pocas . . Conteo de
. No formé semillas . No formé semillas :
semillas semillas semillas
Brys et al. Hottonia Formo pocos Formo pocos Formo pocos Formo pocos Conteo de
(2007) palustris frutos frutos frutos frutos frutos
Formo pocas Formo pocas Formo pocas Formo pocas Conteo de
semillas semillas semillas semillas semillas
Chen - Formo pocas Formo pocas Formo pocas No produjo Conteo de
P. merilliana . . . - -
(2009) semillas semillas semillas semillas semillas
Ferrero et . Plumbago El polen no El polen no El polen no El polen no Tubos
Plumbaginaceae . ! Iy ! o -
al. (2009) auriculata germing germing germing germing polinicos
P. auriculata No formé frutos No formé frutos No formé frutos No formé frutos Cc}?&?gsde
Bawa y Psychotria Tubos
Beach Rubiaceae yen Autocompatible Autocompatible Autocompatible Autocompatible .
acuminata polinicos
(1983)
Cephaelis elata Estigma y_base Estigma y_base Estigma Estigma TL,Jb.OS
del estilo del estilo polinicos
. . . . Estigma, estiloy : Tubos
Coussarea sp. Estigma y estilo Estigma y estilo base del estilo Estigma polinicos
Faramea Estigma Estigma Estigma Estigma TL,Jb.OS
suerrensis polinicos
Faramea s Estigma Estigma Estigma Estigma Tubos
P- 9 9 9 9 polinicos
Psychotria . . . . . . Tubos
chiapensis Estigma y estilo Estigma y estilo Estigma Estigma polinicos
Psychotr_la Mitad del estilo Mitad del estilo Estigma Estigma TL,Jb.OS
officinalis polinicos
Psychotria Unién del estigma | Unién del estigma . . Tubos
. - : Estigma Estigma o
suerrensis y estilo y estilo polinicos

79



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Rudgea

Tubos

- Base del estilo Base del estilo Estigma Estigma .
corniflora polinicos

Richards y
Koptur Guettarda Si form¢ frutos Si form¢ frutos Si form¢ frutos Si form¢ frutos Conteo de
(1993) scabra frutos

Pailler y .

Thompson Gaeﬁnma No formé frutos No formé frutos No formé frutos Formo pocos Conteo de
(1997) vaginata frutos frutos
Faivre Bouvardia Antes de lamitad | Después dela | Antes de la mitad ﬁ;:?aelslb?s“eg?j Tubos
(2002) ternifolia del estilo mitad del estilo del estilo estilo polinicos

. Después del Después del No germinaron o | No germinaron o
Psychotria . . Co Co Tubos
o punto medio del | punto medio del fueron inhibidos fueron inhibidos .
poeppigiana . . X X polinicos
estilo estilo en el estigma en el estigma
Psychotria Deqmegdd Deqnms@el Nogewmngmno Nogewmnqpno Tubos
p ; punto medio del | punto medio del fueron inhibidos fueron inhibidos .
chiapensis ; ; . . polinicos
estilo estilo en el estigma en el estigma
Castro et Psychotria | 01 hoco | ol estigmay poco | Estigm estgma | _TUbOS
al. (2004) jasminoides engel esil”% engel es)t/iIFc)) 9 9 polinicos
Psychotria Formo pocos Formo pocos Formo pocos Formo pocos Conteo de
jasminoides frutos frutos frutos frutos frutos
Principalmente en | Principalmente en Tubos
P. birotula el estigma y poco | el estigmay poco Estigma Estigma .
. . polinicos
en el estilo en el estilo
P. birotula No formé frutos No formé frutos Formo pocos No formé frutos Conteo de
frutos frutos
Principalmente en | Principalmente en Tubos
P. mapourioides | el estigmay poco | el estigmay poco Estigma Estigma olinicos
en el estilo en el estilo P
P. mapourioides Formo pocos Formo pocos No formd frutos No formé frutos Conteo de
frutos frutos frutos
Principalmente en | Principalmente en Tubos
P. pubigera el estigma y poco | el estigmay poco Estigma Estigma olinicos
en el estilo en el estilo P
P. pubigera No se realizd No se realizd No se realizd No se realizd Cc}?&?gsde
Castroy
Araujo Psychrotrya Estigma Estigma Estigma y estilo Estigma y estilo TL,Jb.OS
(2004) nuda polinicos
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Psychrotrya No formé frutos No formé frutos Formo pocos Formo pocos Conteo de
nuda frutos frutos frutos
Massinga Pentasia Parte superior del | Parte superior del . . Tubos
et al. runelloides estigma estigma Estilo Estilo olinicos
(2005) p g g p
Pentasia No formé frutos No formé frutos No formé frutos Formo pocos Conteo de
prunelloides frutos frutos
. Tubos
P. angustifolia No se reporta No se reporta No se reporta No se reporta .
polinicos
P. angustifolia No formé frutos Formo pocos No formé frutos Formo pocos Conteo de
frutos frutos frutos
Rossi et al. Psychotria En el primer En el primer tercio | En el primer tercio | En el primer tercio Tubos
(2005) ipecacuanha tercio del estilo del estilo del estilo del estilo polinicos
_ Psychotria No formé frutos Formo pocos No formé frutos Formo pocos Conteo de
ipecacuanha frutos frutos frutos
Cogts g:aro Palicourea Formo pocos Formo pocos Formo pocos Formo pocos Conteo de
(2009) marcgravii frutos frutos frutos frutos frutos
Palicourea Formo pocos Formo pocos Formo pocos Formo pocos Conteo de
officinalis frutos frutos frutos frutos frutos
Li et al. Mussaenda No se realizé No se realizé Estigma Estigma Tubos
(2010) pubescens 9 9 polinicos
Machado
de Oliveira Palicourea En la base del A lo largo del . . Tubos
L . ; Estigma Estigma o
et al. rigida estilo estilo polinicos
(2010)
Pal!cgurea Form¢ dos frutos | Formé un fruto No formé frutos No formé frutos Conteo de
rigida frutos
Wu et al. Hedyotis _ _ Base (_jeI. estilo Base (.jeI. estilo Tubos
Base del estilo Base del estilo (crecimiento (crecimiento .
(2010) acutangula polinicos
anormal) anormal)
Formo pocos Formo pocos Formo pocos Formo pocos Conteo de
H. acutangula
frutos frutos frutos frutos frutos
Base del estigma | Base del estigma | Base del estigma | Base del estigma
Martin Turnera y sitio de y sitio de y sitio de y sitio de Tubos
Turneraceae ) S S S S .
(1965) ulmifolia transicion con el | transicion con el | transicion con el | transicion con el polinicos
estilo estilo estilo estilo
T. ulmifolia No formé frutos No formé frutos No formé frutos No formé frutos Cc}?&?gsde
T. ulmifolia No formé semillas | No formd semillas | No formd semillas | No form6 semillas C;)enrfweilcl)aie
Bentley T. trioniflora | No formd semillas | No form6 semillas | No form6 semillas | No form6 semillas Contep de
(1979) semillas
Barret y . . . .
I Formo pocos Formo pocos Formo pocos Formé pocos Conteo de
Shore T. trioniflora f f f f f
(1985) rutos rutos rutos rutos rutos
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I Formo pocas Formo pocas Formo pocas Formo pocas Conteo de
T. trioniflora . . . . -
semillas semillas semillas semillas semillas
Lopez . Formo semillas = . Formo semillas = . Conteo de
T. pumilea . No se realizd . No se realizd :
(1998) intermorfo intermorfo semillas
Estigma, region
Tamari et T scabra superior del estilo No se realizé Estigma y region No se realizé Tubos
al. (2001) ’ y pocos en la superior del estilo polinicos
base del estilo
T. subulata ESt'gma y region No se realizé ESt'gma y region No se realizé TL,Jb.OS
superior del estilo superior del estilo polinicos
T. krapovickasii Estigma y region No se realizd Estigma y region No se realizd TL,Jb.OS
superior del estilo superior del estilo polinicos
T. joelii Estigma y region No se realizd Estigma y region No se realizd TL,Jb.OS
superior del estilo superior del estilo polinicos
T. grandiflora Estigma y region No se realizd Estigma y region No se realizd TL,Jb.OS
superior del estilo superior del estilo polinicos
Piriqueta Estigma y region No se realizd Estigma y region No se realizd TL,Jb.OS
caroliniana superior del estilo superior del estilo polinicos
Safavian T. joelii Psrte superior del No se realizd Estigma No se realizé TL,Jb.OS
(2009) estilo polinicos
Mas alla de la
. . . . Tubos
T. scabra parte superior del No se realizd Estigma No se realizd lini
estilo polinicos
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Anexo II. Imégenes de Turnera diffusa.

Morfo pin

Morfo thrum
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