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RESUMEN

Las angiospermas han desarrollado sistemas de autoincompatibilidad para favorecer la
polinizacién cruzada para que exista variabilidad genética y evitar los efectos negativos por
la endogamia. La familia Solanaceae presenta un sistema de autoincompatibilidad
gametofitica, que impide el crecimiento del tubo polinico hacia los évulos en el estilo. Esta
familia incluye muchas especies agricolas con importancia econdmica; por ejemplo, el
género Physalis (tomate de cdscara) tiene un amplio uso en la alimentacion mexicana. Dos
miembros de este género P. cinerascens y P. nicandroides tienen diferentes usos en la
alimentacion y medicina. Se conoce que P. cinerascens requiere de polinizadores para la
produccion de frutos y de P. nicandroides no se tienen estudios al respecto. El objetivo de
este trabajo fue conocer como ocurre la interaccion polen-pistilo en estas dos especies para
determinar si son plantas autoincompatibles o compatibles. En ambas especies se analiz6 la
fenologia floral a través de observaciones de apertura y senescencia floral, se evalud la
relacion polen/6vulo y tiempo de la receptividad del estigma. Para conocer la interaccién
polen-pistilo las flores se polinizaron por geitonogamia (el polen proviene de otra flor del
mismo individuo), los pistilos se colectaron pasadas 24, 48 y 72 h después de la polinizacién
y se analizaron a través de microscopia de fluorescencia con tincién de azul de anilina.
Ademads, se hicieron diferentes cruzas artificiales para evaluar el tipo de polinizacién que
presentan las plantas y se evalud el porcentaje de fructificacion y promedio de semillas.
Ambas especies presentan una fenologia floral diferente de acuerdo a su sistema de
polinizacién. Se determiné que P. cinerascens es autoincompatible porque rechaza granos de
polen de la misma planta, presenta un sistema de apareamiento de xenogamia y solo produce
frutos a través de polinizaciones cruzadas con poblaciones diferentes. Physalis nicandroides
es autocompatible, presenta el sistema de apareamiento autégamo facultativo y es capaz de
producir frutos por autopolinizacién y polinizacién cruzada, pero en esta ultima con una
produccion baja en frutos y semillas. Se concluye que dentro del género Physalis existen
diferentes estrategias reproductivas, comprender estos mecanismos ayudaria a mejorar los
cultivos de especies agricolas con importancia econdmica.

Palaras clave: autoincompatibilidad, Physalis cinerascens, Physalis nicandroides.
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ABSTRACT

Angiosperms have developed self-incompatibility systems to promote cross-pollination to
ensure genetic variability and prevent the negative effects of inbreeding. The Solanaceae
family presents the gametophytic self-incompatibility system that prevents the growth of the
pollen tube towards the ovules in the style. This family includes many agricultural species of
economic importance, such as the genus Physalis (husk tomato), which has extensive use in
Mexican cuisine. Two members of this genus, P. cinerascens and P. nicandroides, have
different uses as food and medicine. It is known that P. cinerascens requires pollinators for
fruit production, whereas there are no studies regarding P. nicandroides. This work aimed to
understand the pollen-pistil interaction in these two species to determine if they exhibit self-
incompatibility. In both species, floral phenology was analyzed from floral opening to
senescence, and the pollen/ovule ratio and stigma receptivity were evaluated. Flowers were
subjected to geitonogamous pollinations to assess the pollen-pistil interaction, and pistils
were collected at 24, 48, and 74 hours after pollination and analyzed using fluorescence
microscopy with the aniline blue staining technique. Additionally, different artificial crosses
were performed to evaluate the pollination type the plants have, and the percentage of fruits
and average seed production were evaluated. Both species exhibit different floral phenology
and pollination systems. Physalis cinerascens is self-incompatible, blocking pollen grains
from the same plant, and exhibits an outcrossing mating system, producing fruits only
through cross-pollination with different populations. P. nicandroides is self-compatible, with
a facultative autogamous mating system, capable of producing fruits through both self-
pollination and cross-pollination, with low fruits and seed production in cross-pollination. It
is concluded that there are different reproductive strategies within the genus Physalis.
Understanding these mechanisms would improve the cultivation of economically important
agricultural species.

Keywords: self-incompatibility, Physalis cinerascens, Physalis nicandroides.
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L. INTRODUCCION
Para la produccion de frutos y semillas de las plantas es necesario que exista fecundacién
entre los gametos sexuales, previo a esto ocurre la interaccion entre el polen y el pistilo. Este
proceso consta de diferentes pasos, desde la captura y adhesion de polen al estigma hasta la
formacion del tubo polinico (Hiscock & Allen, 2008). Existen dos tipos de incompatibilidad,
esporofitica (SSI) y gametofitica (GSI), cuando el grano de polen es compatible el tubo
polinico llega a los 6vulos de las flores, pero cuando existe incompatibilidad la germinacién
del tubo polinico es interrumpida en el estilo (GSI) o no germina desde el estigma (SSI). La
mayoria de las plantas con flor, han desarrollado sistemas de incompatibilidad con la
finalidad de evitar los efectos negativos de la depresion por endogamia y favorecer el
entrecruzamiento de polen entre diferentes individuos (Franklin-Tong & Franklin, 2003a;
Heslop-Harrison, 1975). La familia Solanaceae presenta el sistema de autoincompatibilidad
gametofitica (Franklin-Tong & Franklin, 2003b; Mccubbin & Kao, 2000). Este sistema es
controlado por un locus S polimoérfico multialélico en el genotipo del gametofito masculino
haploide (Hiscock et al., 2003). Los estudios que se han hecho en el género Physalis
demuestran que hay especies autoincompatibles (Al) y compatibles (AC), pero algunas

presentan plasticidad y pasan de Al a AC (Pretz & Smith, 2022, 2023).

Al igual que muchas especies de la familia Solanaceae, el género Physalis tiene importancia
econdmica (Martinez et al., 2017; Santiaguillo & Blas, 2009). Physalis cinerascens (Dunal)
Hitchc. es una planta perenne que se desarrolla en diferentes tipos de vegetacion (M.
Martinez, 2020) tiene uso comestible, medicinal e industrial (Santiaguillo & Blas, 2009).
Para la produccion de frutos, esta planta necesita de polinizadores (Sullivan, 1984). Mientras
que P. nicandroides Schltdl. es una planta anual y crece en diferentes tipos de vegetacién y
zonas perturbadas (Martinez, 2020), presenta diferentes usos y se le ha dado relevancia por
presentar witandlidos que tienen un efecto citotdxico en células de cancer de mama (Lugo,
2020; Torres et al., 2019). Se desconoce su sistema de apareamiento, segin Martinez
(comunicacién personal, 2022), fructifica en invernaderos excluido de polinizadores por lo

que podria ser una especie autocompatible.

El objetivo de este trabajo fue conocer como ocurre el proceso de interaccion polen-pistilo

en P. cinerascens y P. nicandroides asi como determinar si son plantas Al o AC través de la
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técnica de microscopia de fluorescencia con el fin de observar el crecimiento del tubo
polinico, cruces artificiales para evaluar la fructificacién y observaciones de la fenologia
floral. Se espera que este trabajo de investigacion contribuya al estudio de los sistemas de

autoincompatibilidad en la familia Solanaceae.



II. ANTECEDENTES

2.1 Interaccion polen-pistilo

En las angiospermas o plantas con flor un paso muy importante en la reproduccién es la
polinizacién. Este proceso consta de varios pasos sucesivos desde la captura y adhesion del
polen al estigma, hidratacién y germinacion para producir el tubo polinico hasta la entrada
de este tubo polinico al évulo y la descarga de las células espermaticas (Fig. 1) (Hiscock &
Allen, 2008; Wheeler et al., 2001). Los pistilos se componen de tres estructuras: el estigma,
el estilo y el ovario, los cuales juegan un papel importante al momento de que el grano de

polen comienza a germinar (Herrero & Hormaza, 1996; Swanson et al., 2004).

2.1.1 Adhesion del polen al estigma

Para el inicio de la polinizacién es necesario que el grano de polen logre adherirse
efectivamente a la superficie del estigma. Dicha superficie llega a ser diferente por la
presencia o ausencia de exudados y se han clasificado dos tipos de estigmas: himedos y secos
(Wang et al., 2010; Wheeler et al., 2001). Los estigmas himedos tienen la particularidad de
que el polen queda atrapado rdpidamente por la tensién superficial, las secreciones son de
tipo lipidicas o acuosas ricas en carbohidratos (Hiscock & Allen, 2008), hay varias familias
que presentan este tipo de estigma, entre estas se encuentra la familia Solanaceae (Heslop-
Harrison & Shivanna, 1977). Se considera que la hidratacion del polen y su adhesion en este
tipo de estigmas es pasiva y se encuentra regulada por la disponibilidad de las secreciones en
la superficie del estigma (Swanson et al., 2004). En estigmas secos al no tener secrecion
como los humedos, la adhesion del polen ocurre a través de la pared polinica, la familia
Brassicaceae presenta estigmas secos y hay varios estudios en Brassica, Raphanus y
Arabidopsis (Hiscock & Allen, 2008). Por ejemplo, en los estudios que se han hecho en
Brassica demuestran que una vez que el polen estd en contacto con el estigma, la capa del
polen se extruye desde la exina hacia la superficie del estigma y se forma un “pie” el cual

parece pegar el polen al estigma (Elleman & Dickinson, 1986).

2.1.2 Hidratacion y germinacion del polen

Los granos de polen cuando se encuentran en el ambiente estdn inactivos y desecados. En el
momento en que éstos llegan al estigma es donde ocurre la hidratacion. Los mecanismos de

hidratacion son diferentes en las angiospermas debido a la superficie del estigma y a la capa
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externa del polen. Ambas caracteristicas son importantes para la hidratacién del polen (Wang
et al., 2010). Se ha descrito que las cadenas largas de lipidos del estigma promueven sefiales
que estimulan la hidrataciéon y de igual manera las proteinas que se encuentran en la capa

externa del polen, como la acuaporina, son esenciales (Wheeler et al., 2001).

2.1.3 Crecimiento del tubo polinico a través del estigma y el estilo

Cuando el tubo polinico logra atravesar el estigma, el crecimiento continta a través de todo
el tejido del estilo hasta llegar a los 6vulos (Herrero & Hormaza, 1996). El ovario y los 6vulos
se encuentran distantes del estigma por lo cual el tubo polinico absorbe nutrientes del tejido
del estilo, varios modelos in vitro demuestran que los gradientes de agua a través de una
matriz lipidica ya sea los derivados del exudado del estigma o de la capa del polen determinan
la polaridad en la cual el tubo polinico va a germinar (Swanson et al., 2004). Se ha
identificado que existe todo un complejo de senalizacion de diversas proteinas y moléculas
que guian e inducen el crecimiento del tubo polinico en su trayecto del estilo hasta los 6vulos

(Broz & Bedinger, 2021; Zheng et al., 2018).

Hidratacién

Adhesién del polen Germinacidn

Penetracldn Crecimiento
del tubo
ca';::;: == B ﬁ B polinica
\ \_jl \\ E// B

._\\

Estigma Aﬁ

h

Tejido transmisor

Estilp ————=p

Figura 1. Etapas de la interaccién del polen con el pistilo. Modificado de Hiscock & Allen (2008).



2.2 Sistemas de autoincompatibilidad

Muchas angiospermas han desarrollado sistemas de autoincompatibilidad, con el fin de evitar
la endogamia y permitir el flujo de genes. Este sistema regula la aceptacion o el rechazo de
polen a través del reconocimiento en el estigma de la flor. Cuando el polen comparte los
mismos alelos que el estigma, éste es rechazado (Franklin-Tong & Franklin, 2003b, 2003a).
Se estima que cerca del 60% de las angiospermas presentan autoincompatibilidad (Hiscock

& Kiies, 1999).

Un sistema eficiente autoincompatible, al momento de recibir granos de polen genéticamente
1dénticos serdn reconocidos y la misma planta reaccionard inhibiendo el crecimiento del tubo
polinico en alguna etapa de la interaccion entre el polen y el pistilo. Cuando un grano de
polen es compatible, con alelos diferentes al pistilo, no tendré dificultad para fecundar a los

6vulos (Franklin-Tong & Franklin, 2003b, 2003a; Heslop-Harrison, 1975).

Existen dos grandes sistemas de autoincompatibilidad: esporofitica (SSI) y gametofitica
(GSI). La incompatibilidad del polen en SSI se encuentra controlado por el genotipo diploide
parental, el esporofito (Fig. 3) y en GSI es controlado por el propio genotipo haploide (Fig.
2). Estos sistemas de autoincompatibilidad funcionan a través de diferentes mecanismos
moleculares controlado por un locus $ polimoérfico multialélico (Hiscock et al., 2003). El
sistema SSI se ha estudiado mucho en la familia Brassicaceae pero también se encuentra en
otras seis familias: Asteraceae, Betulaceae, Caryophyllaceae, Convolvulaceae,
Caryophyllaceae, Sterculiaceae y Polemoniaceae (Hiscock et al., 2003). Mientras que el
sistema GSI se ha identificado en miembros de la familia Solanaceae, Rosaceae,
Scrophulariaceae, Campanulaceae y Papaveraceae (Franklin-Tong & Franklin, 2003b,

2003a; Mccubbin & Kao, 2000).

En el sistema de autoincompatibilidad esporofitica se han encontrado dos genes polimérficos
que se expresan en el estigma en el locus S. Uno de estos genes es una glicoproteina (SLG)
la cual es secretada en la superficie del estigma (Nasrallah et al., 1985), el otro gen es un
receptor quinasa (SRK) que atraviesa la membrana plasmatica del estigma (Stein et al.,
1991). SRK funciona como receptor del determinante S del estigma lo cual provoca una
cascada de sefializacién en la membrana plasmdtica lo que conlleva al rechazo de polen

propio (Takayama et al., 2000). Los determinantes en el grano de polen son dos genes



similares uno de ellos denominado SCR (proteina rica en cisteina) por Schopfer et al. (1999)
y SP11 (proteina 11 del locus S) por Takayama et al. (2000), estos codifican para una proteina
que se encuentra en toda la cubierta del polen. SCR/SP11 interactda con SRK en el estigma
y al no ser compatibles se rechaza el grano de polen (Schopfer et al., 1999; Takayama et al.,

2000).

En el sistema de autoincompatibilidad gametofitica se han identificado dos mecanismos
moleculares que actdan de diferente manera. Uno de ellos es a través de S-RNasas
(citotoxinas especificas de alelos) las cuales se expresan en el tejido del estilo. Cuando el
grano de polen es incompatible este logra germinar a través del estigma y comienza a crecer
en el estilo, pero no llega mds alld de un tercio del camino porque las S-RNasas logran
degradar el tubo polinico (Broz & Bedinger, 2021; Franklin-Tong & Franklin, 2003b, 2003a).
El determinante del locus S del polen es una proteina llamada F-box (SLF), esta proteina
ofrece resistencia a todas las S-RNasas excepto a aquella S-RNasa que comparte el mismo
haplotipo S (Kubo et al., 2010; Sijacic et al., 2004). Este mecanismo se ha estudiado en la
familia Solanaceae (Nicotiana, Petunia, Solanum 'y Lycopersicon), Campanulaceae
(Campanula), Rosaceae (Prunus, Pyrus, Malus) (Franklin-Tong & Franklin, 2003b, 2003a)
y recientemente en Citrus (Rutaceae) (Liang et al., 2020). El otro mecanismo se ha
investigado en la familia Papaveraceae en la especie Papaver rhoeas. Los estudios
demostraron que es una interaccion receptor-ligando en donde ocurre toda una cascada de
sefializacion cuando interacciona el alelo S del polen con su proteina S estigmatica (las cuales
atin se desconocen) esto involucré un aumento intracelular de Ca** lo que provocé la

inhibicién del tubo polinico en uno a dos minutos (Franklin-Tong et al., 1993, 2002).

2.2.1 Ventajas y desventajas de un sistema autoincompatible

La depresion endogamica es la perdida de aptitud bioldgica o fitness y ocurre cuando existe
la perdida de variacion genética debido a que hay entrecruzamiento de individuos
genéticamente similares (Charlesworth & Charlesworth, 1987). Los efectos negativos son la
perdida en el rendimiento reproductivo y la viabilidad de las semillas (Charlesworth &
Charlesworth, 1987; Hokanson & Hancock, 2000). Para contrarrestar esto, las plantas
desarrollaron los sistemas de autoincompatibilidad, previniendo la autofecundacién y la

endogamia (Franklin-Tong & Franklin, 2003b, 2003a; Hiscock et al., 2003). Las ventajas de



la autoincompatibilidad es que promueve el entrecruzamiento de individuos en una poblacién
(Fujii et al., 2016), pero puede tener sus desventajas cuando en el entorno hay escasez de
polen, lo cual puede ser una estrategia evolutivamente no favorable (Vallejo-Marin &

Uyenoyama, 2004).

La perdida y fragmentacion de areas naturales representa una desventaja, debido a que la
interaccién que ocurre entre las plantas y los insectos se ve alterada, lo que conlleva a una
limitacién de polen cruzado en las plantas. Se ha demostrado que aquellas plantas que
presentan un sistema de incompatibilidad se ven afectadas por esta fragmentacion de habitat,
debido a que requieren de polen cruzado y esto se obtiene, en muchas ocasiones, por
polinizadores (Aguilar et al., 2006; Eckert et al., 2010). Debido a estos cambios constantes
en los habitats naturales, es importante conocer los sistemas de incompatibilidad que tienen
las plantas para crear estrategias de conservacion (Aguilar et al., 2006). Asi mismo, se debe
estudiar las bases genéticas y moleculares en los sistemas de autoincompatibilidad en
diferentes familias, para comprender como es que las plantas pueden discriminar entre granos

de polen propios y no propios durante la fertilizacion (Takayama & Isogai, 2005).
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Figura 2. Sistema de autoincompatibilidad gametofitica. Cuando el alelo S del polen es similar a los alelos del pistilo, el
crecimiento del tubo polinico es inhibido (pistilo incompatible). Si al menos un alelo S del polen es diferente a los alelos
del pistilo la mitad de los granos de polen serdn compatibles (pistilo semi-compatible). El tubo polinico crece y llega a los
6vulos cuando los alelos S del polen son diferentes a los del pistilo (pistilo compatible). Modificado de Silva & Goring
(2001).
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Figura 3. Sistema de autoincompatibilidad esporofitica. Los pistilos con los alelos S1S2 y S1S3 son incompatibles porque
coinciden con los alelos del polen y la germinacién del tubo polinico se detienen en el estigma. El pistilo S3S4 es compatible
con los alelos alelos S del polen porque son diferentes, el tubo polinico crece y llega hasta los 6vulos. Modificado de Silva
& Goring (2001).

2.3 La familia Solanaceae y el género Physalis

El género Physalis se encuentra dentro de la familia Solanaceae, en esta familia se encuentran
muchas plantas agricolas con importancia econdmica como el jitomate (Solanum
lycopersicon), el chile (Capsicum spp.), la papa (Solanum tuberosum), el tabaco (Nicotiana
tabacum) y el tomate de cascara (Physalis spp.) (Martinez et al., 2017; Santiaguillo & Blas,
2009). También hay plantas de uso ornamental por ejemplo las plantas conocidas como dama
de noche (Petunia hybrida o Brunfelsia undulata) y huele de noche (Cestrum nocturnum);
de uso medicinal como Atropa belladona y especies téxicas como Datura stramonium y

Nierembergia linariifolia (Martinez et al., 2017).

El género Physalis cuenta con 90 especies, tiene una amplia distribucion en el territorio
mexicano con alrededor de 61 especies (Martinez et al., 2023). Se encuentra en todos los

tipos de vegetacion, en altitudes desde 0 a 3000 msnm (Martinez et al., 2017).

Se tienen registros de que el tomate de cdscara se ha usado durante mucho tiempo en la
alimentaciéon mexicana, para la elaboracion de salsas y diversos platillos (Santiaguillo &
Blas, 2009; Vargas-Ponce et al., 2015). Hay registro de al menos 18 especies silvestres las
cuales se usan en la alimentacién y en medicina tradicional en diferentes zonas del pafs
(Santiaguillo & Blas, 2009). De estas, solo dos especies son cultivadas, P. philadelphica y P.

angulata (Vargas-Ponce et al., 2015). Diversos estudios mencionan que muchas especies de



Physalis en sus hojas, raices y frutos contienen una gran cantidad de metabolitos secundarios
con propiedades anticancerigenas, antitumorales, anticonvulsivas, inmunosupresoras,
antioxidantes y antibidticas por lo cual son plantas de gran interés en el drea agricola y

farmacéutica (Vargas-Ponce et al., 2015).

2.3.1 Physalis cinerascens (Dunal) Hitchc.

Physalis cinerascens es una planta herbacea perenne, mide de 12 a 50 cm de alto y presenta
un rizoma profundo y largo. Se desarrolla en campos de cultivo, a orillas de camino y en
lugares alterados de pastizal, matorral xeréfilo y bosque tropical. Su distribucion abarca del
sur de Estados Unidos hasta el sureste de México. El periodo de floracion es de marzo a

octubre (M. Martinez, 2020).

Con respecto a su sistema de apareamiento, Sullivan (1984) menciona que es una planta
obligatoriamente xenogama y que requiere estrictamente de polinizadores (abejas solitarias)
para la produccién de frutos. Se han documentado algunos usos de la planta como en la
industria para el “cuajado” de leche cuando se preparan quesos, en la medicina para
infecciones cutdneas y padecimientos gastrointestinales (Santiaguillo & Blas, 2009), también

el fruto se come crudo y hervido en salsas (Martinez et al., 2021).

2.3.2 Physalis nicandroides Schitdl.

Physalis nicandroides es una planta anual de tallo erecto y poco ramificada, mide de 0.4 a
1.2 m de alto y presenta pubescencia glandular densa. Se desarrolla en campos de cultivo, a
orillas de camino y en lugares alterados de pastizal, matorral, bosque tropical caducifolio o
bosque de pino-encino, se ve favorecida por el disturbio. Se distribuye desde el norte de

Meéxico hasta Nicaragua. Florece de agosto a diciembre (Martinez, 2020).

Se desconoce el sistema de apareamiento de esta especie, Martinez (comunicacién personal,
2022) comenta que es una planta que no requiere de polinizadores y se observa en
invernaderos fructificando. Los usos que se le dan a la planta son en la alimentacién para la
elaboracion de salsas, como planta medicinal y como trampa vegetal (Santiaguillo & Blas,
2009), algunos estudios fitoquimicos mencionan que las partes aéreas de la planta contienen
ésteres de sacarosa (Maldonado et al., 2006) y witandlidos (Torres et al., 2019), los cuales

tienen un efecto citotéxico (Lugo, 2020).



2.4 Autoincompatibilidad en el género Physalis

La familia Solanaceae presenta el sistema GSI, el cual se basa en RNasas para degradar el
crecimiento del tubo polinico, los datos sugieren que la autoincompatibilidad GSI con
RNasas fue el estado ancestral de la mayoria de las dicotiledoneas (Igic & Kohn, 2001). Se
conoce que la transiciéon de Al a AC es comun en varios grupos taxonémicos y que en la
familia Solanaceae la perdida de Al es irreversible (Igic et al., 2003, 2006). Dentro del género
Physalis, el alelo S de la autoincompatibilidad ha experimentado una variedad de
polimorfismos. Se sabe que estos alelos S estdn restringidos a tres linajes, lo que sugiere que
la diversidad genética en el locus S-RNasa es relativamente reciente debido a que muestran
niveles bajos de divergencia molecular, contrario a otros géneros de la familia donde los

alelos S contienen muchos linajes antiguos (Igic et al., 2003; Paape & Kohn, 2011).

Los trabajos que se han hecho de este grupo demuestran que hay especies que carecen de este
sistema y lo han perdido siendo autocompatibles (Menzel, 1951). En un estudio para conocer
si existe hibridacion en cuatro especies de Physalis (P. angulata, P. micrantha, P. pubescens
y P. peruviana) se encontré que son plantas autocompatibles y al momento de hacer una
hibridacién en las cuatro especies se demostré que P. pubescens es cercana a P. angulata y
P. peruviana, pero solo se formaron frutos en las cruzas entre P. angulata con P. pubescens,
mientras que P. micrantha no formé hibridos (Azeez & Faluyi, 2018). Otro estudio de la
biologia reproductiva en P. angulata demostré que es una planta autégama facultativa,
produce frutos con autopolinizaciones auténomas, manuales y polinizacién cruzada y en los
tres tratamientos se observé el crecimiento del tubo polinico llegando hasta los dvulos

(Figueiredo et al., 2020).

También hay otras investigaciones que demuestran que hay especies que son
autoincompatibles pero estan en la transicion a la autocompatibilidad (Pretz & Smith, 2023).
Solis-Montero et al. (2021) hizo un estudio en P. philadelphica y encontr6 que es
parcialmente autoincompatible, los individuos cultivados y domesticados presentan la
tendencia a ser autoincompatibles en comparacion con aquellos individuos que son malezas
o silvestres que son autocompatibles. Sin importar el grado de domesticacién, P.

philadelphica produjo frutos cuando fue excluida de polinizadores, son autobnomas.
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En la especie P. acutifolia Pretz y Smith (2022) identificaron que hay poblaciones AC y Al
En las plantas AC el tubo polinico del polen propio y cruzado llega hasta los 6vulos
fecundando a la planta, contrario con las plantas Al en donde el polen propio no llegé a los

6vulos y el polen de otras plantas logré fecundar los 6vulos.

2.5 Observacion del crecimiento del tubo polinico a través de microscopia de
fluorescencia

Para el estudio del desarrollo de los tubos polinicos a través del estilo de la flor, fue necesario
tener una técnica correcta con la cual se pueda diferenciar el tubo polinico con respecto al
tejido conductor. La técnica debe teiiir calosa, la cual se encuentra en la pared de los tubos
polinicos. La calosa se tifie con azul de anilina soluble en agua y es fluorescente con luz
ultravioleta a 430 nm (Currier, 1957; Martin, 1958). Cuando el tejido absorbe el azul de
anilina se emite una fluorescencia amarillo-verde, esta fluorescencia es fuerte a cierto nivel
de pH, pero si existe un cambio en la acidez la fluorescencia puede ser descolorida o
desaparecer (Sniezko, 2000). La exposicién a diferentes rangos de emisién y excitacién de

luz también afectan la fluorescencia de una muestra (Smith & Mccully, 1978).

Este método con azul de anilina posibilita el seguimiento de como el tubo polinico penetra
el estigma y viaja por todo el estilo hasta llegar a los 6vulos (Dumas & Knox, 1983). Lo que
permite detectar cuando existe incompatibilidad, debido a que se desarrollan parches o
tapones de calosa en la punta del tubo polinico y esto se observa en la superficie del estigma
o en el tejido del estilo (Dumas & Knox, 1983). Se ha observado que cuando los granos de
polen entran en contacto con el estigma y son compatibles tardan entre 24-72 h en lograr
penetrar el estigma y traspasar el tejido del estilo (Heizmann et al., 2000). La desventaja seria
cuando la planta presenta autoincompatibilidad tardia, debido a que se observa llegar el tubo
polinico a los 6vulos pero son rechazados entrando al ovario o incluso cuando ya entré a los
ovulos (Gibbs, 2014; Xiong et al., 2019) Esta técnica se ha usado en diversas especies de
plantas desde aquellas que presentan el sistema SSI, por ejemplo, Brassica (Elleman &
Dickinson, 1986) y Senecio squalidus (Hiscock, 2000), asi como en especies con un sistema
GSI, como Citrus clementina (Aloisi et al., 2020), Nicotiana tabacum (Brito et al., 2015),
Petunia hybrida (Herrero & Dickinson, 1979), Physalis acutifolia (Pretz & Smith, 2022) y
P. angulata (Figueiredo et al., 2020).
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II1. HIPOTESIS

Physalis cinerascens es autoincompatible, por lo que se espera rechace su propio polen, que
el tubo polinico no llegue a los 6vulos y no se formen frutos con autopolinizacién, pero si
con polinizacién cruzada. Physalis nicandroides no requiere polinizadores por lo que el tubo
polinico llegard a los 6vulos con polen propio y polen no propio, formando frutos con

autopolinizacién, polinizacidn cruzada y posiblemente por apomixis.
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IV. OBJETIVOS

General

e Conocer la interaccién polen-pistilo en dos especies de Physalis y determinar si son

plantas autoincompatibles o autocompatibles.

Particulares
* Analizar la fenologia de las flores de P. cinerascens 'y P. nicandroides.
e Analizar la interaccion polen-pistilo en P. cinerascens y P. nicandroides.

e Evaluar la fructificacion y produccion de semillas de P. cinerascens 'y P. nicandroides

con cinco tratamientos de cruza artificial.
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V. METODOLOGIA

5.1 Material vegetal

Las semillas de P. cinerascens 'y P. nicandroides se obtuvieron de diferentes colectas previas
en México. De P. cinerascens fueron tres poblaciones y de P. nicandroides cuatro

poblaciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Datos de colecta de las semillas de P. cinerascens y P. nicandroides.

P. cinerascens P. nicandroides
Poblacion P1 P2 P3 P1 P2 P3 P4
Sitio de 3 km Nde Carretera cllaelsfir;ceirg;l
Tlacote el -- La Barreta Piedras Bola Cerro Viejo
colecta a Bernal Rancho el
Alto
Ameyal
Ezeauiel Ahualulco
Municipo, Querétaro, Mog tes Huichapan, | Querétaro, A, @ de Jocotepec,
Estado Qro. ’ Hgo. Qro. ’ Mercado, Jalisco
Qro. .
Jalisco
20°41'45.27  20°42°39. 20°50723. 20° o
Coordenadas "N 2” N 20°22'10"N I"N 7'10.7"N 21%3090?4 4131 20°21'48"N
100°30'52.4  99°33°15.  99°38'45"W | 100°30'32 100°8'51.14 W 103°26'10"W
5'W W 6'W "W
Afio de 2021 2009 2011 2021 2021 2011 2011
colecta

5.2 Crecimiento de las plantas

Para la germinacién de las semillas se pusieron a remojar en agua entre 24 y 48 horas. Debido
a que después de dos meses de ser sembradas las semillas de P. nicandroides no se observé
crecimiento, las semillas se sometieron a un tratamiento con KNO3 (nitrato de potasio: 0.2%)
para romper la dormancia (ISTA, 2016). Cuando se observo crecimiento en la etapa de

formacion de los cotiledones se pasaron a los almécigos.

Se colocaron 2 semillas/pldntulas por almdcigo. Cada almacigo contenia una mezcla de
sustrato de peat moss, composta, vermiculita (1:1:1) y 250 gr de humus de lombriz. Después
de que las plantas tuvieron un crecimiento de ~10 cm, se trasplantaron a macetas grandes. El
sustrato de las macetas fue de tierra negra con perlita (1:1). Las plantas se regaron cada dos

dias y una vez a la semana se les puso fertilizante 20,30,10 NPK (20 ml de fertilizante por
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maceta) y se mantuvieron bajo condiciones ambientales. Physalis cinerascens se encontraba

dentro de un invernadero, con cobertura parcial y P. nicandroides al exterior.

Las plantulas de P. cinerascens de la P1, se trasplantaron en los meses de enero/febrero y su
floracion fue a partir del mes de junio del afio 2023, 1a P2 y P3 se trasplantaron en el mes de
junio y su floracion fue a partir de septiembre del afio 2023. Las semillas de P. nicandroides
se germinaron en dos temporadas diferentes, la primera temporada sus pldntulas se
trasplantaron en mayo y su floracién fue en los meses de julio-agosto (verano), sin embargo,
las plantas se infectaron por hongos y comenzaron a secarse. La segunda temporada, las
plantulas se trasplantaron en noviembre y a finales de mes comenz6 su floracion y duro todo

el mes de diciembre 2023 y parte de enero 2024 (invierno).

5.3 Fenologia de la floracion y relaciéon polen/évulo

Durante una semana se hicieron observaciones diarias de tres botones florales de cada una
de las poblaciones desde las 7 h hasta las 18 h. Se hicieron anotaciones del horario de apertura
y cierre floral y de la dehiscencia de las anteras. Se definieron etapas desde el boton hasta la
senescencia de las flores. Se hicieron pruebas de receptividad del estigma para observar en
qué etapa y horario el estigma se encuentra receptivo, esto por medio de la prueba de peréxido
de hidrogeno (Zeisler, 1933), se tomo6 en cuenta el maximo burbujeo como receptividad alta.
Estos datos se requirieron para conocer en qué momento el estigma se encuentra altamente

receptivo para las pruebas de microscopia de fluorescencia.

La relacion polen-6vulo (P/O), es la cantidad de polen producido por cada 6vulo, esté se
evalu6 con el método propuesto por Cruden (1977). La cantidad de granos de polen por flor
se estimé a partir de tres botones de cada individuo por especie y de cada botdn se extrajeron
dos anteras (sin dehiscencia), se colocaron en tubos de 1.5 ml con 500 pl de hidréxido de
potasio (KOH) al 10%, se calentaron los tubos a bafio maria durante 15 minutos para romper
el tejido de la antera y liberar el polen. El conteo de granos de polen se hizo en cdmara de
Neubauer con 10 pl de la muestra (Marquez et al., 2016). Los ovarios se diseccionaron y se
colocaron en tubos de 1.5 ml con unas gotas de Visikol para aclarar tejido (Visikol a bico
company, 2018), posteriormente el ovario se colocé en un portaobjetos y se estrujo con un

cubreobjetos para su observacion y conteo de vulos en el microscopio optico.
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5.4 Experimento de cruce artificial y produccion de frutos

Previamente al experimento los botones florales se excluyeron con bolsas de papel glassine
y/o tul dependiendo del tamafio de la flor (Fig. 4). Una vez que las flores se encontraban en
antesis se les asigno uno de los siguientes cinco tratamientos: 1) apomixis, 2)
autopolinizacién auténoma, 3) autopolinizaciéon manual (geitonogamia), 4) polinizacion
cruzada y 5) control. De cada tratamiento se procuré hacer dos repeticiones por cada
individuo. En total fueron 31 individuos, 14 de P. cinerascens y 17 de P. nicandroides.
Después de hacer cada tratamiento las flores se excluyeron nuevamente para evitar ser
polinizadas por insectos o el viento y se les colocaron etiquetas con datos del tratamiento y
repeticion. Pasados 5 dias para P. nicandroides y 10 dias para P. cinerascens, o cuando la

corola se desprendia, las bolsas se retiraron para no interferir con el proceso de fructificacion.

En el tratamiento de apomixis, antes de la antesis se emascularon las anteras, con el fin de
saber si la planta produce frutos sin polinizacién. En la autopolinizacién auténoma al botén
se le colocé una bolsa y se dej6 la flor intacta hasta la senescencia, con el fin de saber si la
planta puede autopolinizarse. En la autopolinizacién manual por geitonogamia la flor
receptora fue emasculada y se poliniz6 con una antera dehiscente de otra flor ya abierta del
mismo individuo, ambas flores se embolsaron. En la polinizacion cruzada se hizo el mismo
procedimiento que autopolinizaciéon manual, en este caso la flor donadora fue de otra
poblacién. En el tratamiento 3 y 4 la autopolinizacion se hizo frotando dos anteras
dehiscentes sobre el estigma con una pinza de relojero hasta que se observé el estigma
cubierto de polen, después de cada polinizacion la pinza se limpi6 con alcohol al 70% para

evitar contaminacion. El tratamiento control se dej6 descubierto y al aire libre.

Se evalué si hubo fructificacién en los cinco tratamientos (fruit set) y se tomod en cuenta si
hubo frutos maduros o inmaduros. En ambas especies los frutos fueron colectados dos meses
después de haber hecho las cruzas artificiales, en P. cinerascens el fruto maduro debia estar
de un color naranja y en P. nicandroides de color marrén/café. De los frutos obtenidos se

hizo un conteo del niimero de semillas para evaluar el tratamiento con mayor €xito.
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5.5 Interaccion polen-pistilo

Para analizar la interaccién pistilo-polen se hicieron autopolinizaciones manuales por
geitonogamia, para tener mayor control del horario en el que se depositaba el polen en el
estigma. Los botones florales fueron emasculados y embolsados, después de dos dias se
autopolinizaron en el horario con alta receptividad del estigma, tanto la flor receptora como
donadora se les colocé una bolsa. Se hicieron cuatro repeticiones en P. cinerascens, dos en
P1 y dos P2; en P. nicandroides se hizo una repeticién por cada poblacién. Los pistilos se
colectaron después de haber sido autopolinizados a las 24, 48 y 72 h y se colocaron en tubos
de 1.5 ml con solucién fijadora de acido acético con etanol (1:3), se dejaron reposar por al
menos dos horas a temperatura ambiente. Después los pistilos se cambiaron a una solucioén
de etanol al 70% y se dejo reposar por 10 minutos a temperatura ambiente, se hizo lo mismo
con una serie de 50% y 30% de etanol y se lavo con agua destilada. Las muestras se colocaron
en cajas Petri y se les agregé NaOH 8 M, se dejaron reposar durante la noche a temperatura
ambiente. Al dia siguiente los pistilos se lavaron con agua destilada cuidadosamente y luego
se colocaron en la solucién de azul de anilina (0.1% (w/v), en 108 mM K3PO4, pH ~11)
durante al menos dos horas, las muestras se cubrieron con papel aluminio y no se lavaron
(Mori et al., 2006). Después las muestras se colocaron en un portaobjetos con un cubreobjetos
de alta precision. Se observaron en un microscopio de fluorescencia Axio Observer Z1,
ZEISS, bajo radiaciéon UV, con el filtro DAPI que tiene un rango de excitacion de 335-383
nm y de emision de 420-470 nm. Se evalu6 el crecimiento del tubo polinico a través del estilo
y si llegé a los 6vulos. Las imdgenes obtenidas del microscopio fueron optimizadas con el

software de microscopia ZEN Pro de ZEISS.

5.6 Analisis estadisticos

Para los andlisis se uso el software RStudio ver. 4.3.2 (R Core Team, 2023). Se hicieron
cuatro modelos lineales generalizados (GLM) para analizar los datos del experimento de
cruce artificial. Para analizar si habia diferencias entre la producciéon de frutos entre los
tratamientos se realiz6 un GLM por especie usando error binomial. Mientras que para los
conteos de semillas se realizé un GLM usando error Poisson para saber si habia diferencias
entre estos por especie. Los tratamientos que no produjeron frutos se excluyeron del anélisis
y las semillas de los frutos inmaduros no se tomaron en cuenta para el promedio y el GLM.

Posteriormente, si habia diferencias significativas se hicieron comparaciones multiples
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usando pruebas de Tukey con la funcién glht del paquete multcomp (Hothorn et al., 2008).
Adicionalmente para P. cinerascens, se calcularon los intervalos de confianza incluyendo los
tratamientos que no produjeron frutos (autopolinizacién auténoma y manual, apomixis) para
comparar las diferencias entre estos tratamientos con el resto de los tratamientos, se usé el

paquete Hmisc (Harrell & Dupont, 2019).

Figura 4. Aislamiento de flores para los tratamientos de cruce artificial con bolsas de tul y papel glassine en ambas
especies.
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VI. RESULTADOS

6.1 Fenologia de la floracion y relaciéon polen/évulo

Etapas de Physalis cinerascens

La apertura de las flores de P. cinerascens ocurre a cualquier hora del dia y el cierre es a
partir de las 18 h solo los primeros dos dias. En los siguientes dias la flor se mantiene abierta
y no se cierra completamente por las tardes. Desde la apertura hasta la senescencia, la flor
tiene una duracién de 8 a 10 dias. Se registré que el primer dia de apertura floral hubo
dehiscencia de una a dos anteras, en el segundo dia la tercera antera y en el tercer dia se
abrieron la cuarta y quinta antera o hasta el cuarto dia se observé que abrid la ultima antera.
Se defini6é como etapa 1 cuando la flor se encuentra inaperturada (Fig. 5A); etapa 2 cuando
la corola comenz6 a abrir (Fig. 5B-C); etapa 3 cuando la corola esté totalmente extendida,
puede tener 1-2 anteras dehiscentes o ninguna y ocurre horas después de la etapa 2, puede
ser en el mismo dia o al siguiente dia (Fig. 5D); etapa 4 cuando la corola estd totalmente
abierta, con las cinco anteras dehiscentes (Fig. SE); etapa 5 cuando comienza la senescencia
de las flores, corola “caida” y cerrada (Fig.5F). En todas las observaciones las cinco anteras

dehiscentes no sobrepasaron ni tocaron el estigma.

La receptividad del estigma fue en aument6 conforme pasaba cada etapa de la fenologia de
la floracidn, siendo la etapa 3 en el horario de las 12-14 h donde se observo alta receptividad,
debido a que presento mayor burbujeo. El resultado de la relacién P/O fue de 2736.301 +
125.17 (Cuadro 2).
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Figura 5. Etapas de la fenologia de floracién en P. cinerascens. A) flor inaperturada, B-C) corola comienza su apertura, D)
corola totalmente extendida con dos anteras dehiscentes, E) corola totalmente extendida con cinco anteras dehiscentes, F)
flor senescente.

Etapas de Physalis nicandroides

La apertura de las flores de P. nicandroides se registré en un horario de las 12 a 15 h, en
ocasiones se observo la corola levemente aperturada, no totalmente extendida. La flor desde
su apertura hasta la senescencia tiene una duracién de cuatro dias. Estas flores abrieron en
un horario de las 10-11 h y se comenzaron a cerrar a las 18 h. El primer dia de apertura se
observo con tres anteras dehiscentes, en el segundo dia abri6 la cuarta y quinta antera. Al
cuarto dia la flor ya no vuelve a abrir y comienza la senescencia hasta que la corola se
desprende del caliz. Se defini6 la etapa 1 cuando la flor se encuentra cerrada (Fig. 6A), etapa
2 cuando la flor comienza su apertura y tiene tres anteras dehiscentes (Fig. 6B), etapa 3
cuando la flor presenta la corola totalmente extendida con cinco anteras dehiscentes (Fig. 6C)
y etapa 4 cuando la flor comienza la senescencia con la corola cerrada (Fig. 6D). En todas

las observaciones, cuando las cinco anteras estaban dehiscentes, estas cubrian al estigma.
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La receptividad del estigma se registré que fue en aumentd conforme pasaba cada etapa de
la fenologia de la floracion, siendo la etapa 3 en el horario de las 12-14 h donde se establecio

la receptividad alta. El resultado de la relacion P/O fue de 359.03 + 24.56 (Cuadro 2).

Figura 6. Etapas de la fenologia de la floracién en P. nicandroides. A) botén floral, B) flor al comienzo de su apertura con
tres anteras dehiscentes, C) flor totalmente extendida con cinco anteras dehiscentes, D) flor senescente.

Cuadro 2. Nimero de granos de polen, 6vulos y relacién polen/6vulo (P/O) + error estandar en P. cinerascens'y P.
nicandroides.

Especie Granos de polen Ovulos P/O
P. cinerascens | 429,160.15 +19,390.55 | 160.16 +7.19 2736.30 £ 125.17

P. nicandroides 43,420.13 + 2,496.68 132.8 +4.49 347.91 +£22.89
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6.2 Interaccion polen-pistilo

A través de la técnica con azul de anilina se logré observar el crecimiento del tubo polinico.
De las cuatro repeticiones que se hicieron en P. cinerascens se observo que después de 24 h
de polinizar las flores, ninglin grano de polen habia germinado. A las 48 h el tubo polinico
penetrd el estigma y a las 72 h el tubo polinico se encontraba a un tercio del estilo. Para ver
si el tubo polinico llegaba a los évulos se dejaron pasar 96 y 120 h después de polinizar las
flores, en ambos casos el crecimiento del tubo polinico se observé limitado hasta un tercio
del estilo (Fig. 7). En todas las repeticiones se observaron los tubos polinicos engrosados de

la punta (tapones de calosa) y ningun tubo polinico llegé6 a los évulos.

100 pm 100 pm

200 um @ 100 pum

Figura 7. Imagen al microscopio de fluorescencia con filtro DAPI, de la interaccién polen-pistilo en P. cinerascens. A) autopolinizacién
manual por geitonogamia después de 96 h. B) y C) autopolinizacién manual por geitonogamia después de 120 h. D) Acercamiento a los
tubos polinicos en C. CA= calosa; E= estigma; TE= tejido del estigma. Flechas rojas: sefialan los granos de polen; flechas blancas: sefialan

los tubos polinicos.
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En P. nicandroides se observé que a las 24 h después de la polinizacién manual por
geitonogamia el tubo polinico ya habia germinado y atravesado el estigma como se observa
en la Fig. 7A, alas 48 h el tubo polinico ya habia recorrido todo el tejido del estilo y algunos
tubos polinicos se observaron en la base del estilo (Fig. 8B-C) y a las 72 h los tubos polinicos

ya habian llegado a los 6vulos (Fig. 8D).

-

Figura 8. Imagen al microscopio de fluorescencia con filtro DAPI, de la interaccién polen-pistilo en P. nicandroides. A)
polinizacién por geitonogamia después de 24 h. B-C) polinizacién por geitonogamia después de 48 h. D) polinizacién por
geitonogamia después de 72 h. BE= base del estilo; E= estigma; TE= tejido del estigma; OV= 6vulos. Flechas rojas: sefialan
los granos de polen; flechas blancas: sefialan los tubos polinicos.
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6.3 Experimento de cruce artificial y produccion de frutos

Physalis cinerascens no form¢ frutos por apomixis y autopolinizacién auténoma, es una
planta que produce frutos por entrecruzamiento con otras poblaciones, pero también por
autopolinizacién manual por medio de geitonogamia. El tratamiento que tuvo un mayor
porcentaje de frutos fue el entrecruzamiento y difiri6 estadisticamente de la autopolinizacién
manual, pero no de la polinizacién natural (control; Cuadro 3). A través de los intervalos de
confianza se confirma que la autopolinizacién manual si difiere de la autopolinizacién
autébnoma y apomixis. La produccién de frutos fue deficiente, debido a que en el periodo de
estudio algunos individuos no dieron suficientes flores para llevar a cabo todas las

repeticiones.

Se registraron dos tipos de frutos, maduros e inmaduros (Fig. 9), después de dos meses de la
aplicacidén de los tratamientos de cruce artificial, los frutos maduros fueron grandes y de un
color amarillo/naranja, contrario a aquellos frutos que fueron pequefios de color verde. De
los frutos maduros, el tratamiento que produjo mds semillas fue el control seguido del
entrecruzamiento y autopolinizacién manual difiriendo estadisticamente entre estos. Los
frutos inmaduros sélo se registraron en los tratamientos de entrecruzamiento y control,

registrando un menor numero de semillas en comparacion a los maduros (Cuadro 3).

Cuadro 3. Produccién de frutos maduros y promedio de semillas +error estdndar de los cinco tratamientos aplicados a dos
especies de Physalis. Entre paréntesis, el nimero de las flores a las que se le aplicé el tratamiento (¢) y frutos a las que se
les cont6 las semillas (¢*).

P.cinerascens P.nicandroides
Tratamientos Produccion Promedio Promedio = Produccién Promedio
de frutos (°) semillas Fm (¢°) semillas de frutos (°) semillas
Fi (**) Fm (**)
Apomixis 0(23) 0 0(33) 0
Autopolinizacion autonoma 0(24) 0 76.5(34) ab 20.1 £5.4 (26)c
Autopolinizacién manual 14.3(14)b 425+8.52)c 72.7(33) ab 39.6 £6.9 (24)b
Entrecruzamiento 66.7 (9)a 57.7+22.16(4) b 10(1) 50 (32)b 9.9+3.9 (16)d
Control 47.8 (23) ab 904 +159(8) a 6.3 (3) 90.6 (32)a 46.3 £6.7 (29)a
Deviance=7.6 Deviance=74.2 Deviance=14  Deviance=669.54
GL=2* GL=2%** GL=3%%* GL=3%**

Fm= fruto maduro, Fi= fruto inmaduro.
Diferentes letras mintsculas indican diferencias significativas entre tratamientos.
*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001.
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Physalis nicandroides no produce frutos por apomixis, pero si forma frutos por
autopolinizacién auténoma, autopolinizacion manual y entrecruzamiento con otras
poblaciones. De acuerdo con el andlisis estadistico el tratamiento control y el de
entrecruzamiento son significativamente diferentes entre si, pero estos tratamientos no

difieren de los tratamientos de autopolinizacién auténoma y manual (Cuadro 3).

Esta especie presenté solo frutos maduros de diferentes tamafios (Fig. 10 A) pero hubo
muchos frutos abortados que no formaron semillas (Fig. 10 B), estos tenfan la caracteristica
de que el cdliz crecia como el de un fruto maduro. El promedio de semillas fue mds alto en
el control seguido de la autopolinizacién autébnoma y manual. El tratamiento que tuvo el

menor nimero de semillas fue el entrecruzamiento (Cuadro 3).

Figura 9. Frutos de P. cinerascens, A) fruto maduro, B) fruto inmaduro. La escala equivale a 1 cm.
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Figura 10. Frutos de P. nicandroides. A) Fruto maduro, B) fruto abortado. La escala equivale a 1 cm.
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VIIL. DISCUSION

7.1 Fenologia de la floracion y relaciéon polen/évulo

Existe una estrecha relacioén entre el periodo de floracién y los sistemas de polinizacion,
debido a que determinan el tiempo que la flor esta disponible para su polinizacion (Cortés-
Flores et al., 2017). Por ejemplo, en el caso de las plantas que presentan una floracién mas
prolongada son polinizadas por agentes bidticos, como polinizadores, mientras que las
plantas que tienen un periodo corto de floracién son polinizadas por agentes abidticos como
el viento (Bolmgren et al., 2003; Cortés-Flores et al., 2017; Elzinga et al., 2007). Se ha
observado que en plantas con autocompatibilidad el tiempo de antesis es corto, comparado
con aquellas plantas que presentan autoincompatibilidad en donde la antesis es prolongada,
esto se ha comprobado en especies de plantas como Anagallis (Gibbs & Talavera, 2001),
Asclepias tuberosa (Wyatt, 1981), Gesneria (Martén-Rodriguez & Fenster, 2008),
Hypochaeris (Ortiz et al., 2006), Leptosiphon (Weber & Goodwillie, 2013). En ambas
especies de Physalis se observé que el tiempo en que la flor se mantiene abierta es distinto,
P. cinerascens dura entre 8-10 dias mientras que P. nicandroides solo cuatro dias. Sullivan
(1984) en su trabajo menciona que P. cinerascens es una planta que necesita de abejas
solitarias para su polinizacién, por lo anterior es posible que el tiempo que dura abierta la flor
se deba a que necesita que lleguen polinizadores, ademds en este estudio se encontrd que P.
cinerascens presenta autoincompatibilidad. Sobre P. nicandroides, Martinez (comunicacion
personal, 2022) menciona que esta planta fructifica en invernaderos sin necesidad de
polinizadores. En este estudio se confirma que es una especie autocompatible que se
autopoliniza de forma auténoma, ademads en todas las observaciones las anteras dehiscentes
cubrian al estigma, lo que podria estar favoreciendo la autopolinizacion. Por lo que es
probable que no necesite de los polinizadores, en este estudio no se observo ningtn insecto

visitando las flores.

En ambas especies de Physalis se observé un cambio gradual en la receptividad del estigma
en las diferentes etapas y horarios de la apertura de la flor. Diferentes investigaciones han
seflalado que el estigma es receptivo previo a la antesis, pero la receptividad aumenta
conforme avanza la antesis (Crispim et al., 2017; Ferreira et al., 2021; Galen & Plowright,

1987; He et al., 2017; Yiet al., 2006). La receptividad més alta en ambas especies de Physalis
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se observd cuando la flor ya estaba abierta, generalmente con varias anteras dehiscentes.
Estudios previos en el género Physalis respaldan que la receptividad comienza durante la
antesis (Figueiredo et al., 2020; Pretz & Smith, 2022; Sullivan, 1984). Se ha establecido una
correlacion entre la actividad de la peroxidasa y la adherencia del polen, encontrando que en
ausencia de peroxidasa la adherencia del polen es baja (Brito et al., 2015; Galen & Plowright,
1987). Por lo tanto, resultd crucial llevar a cabo las autopolinizaciones manuales para el
microscopio de fluorescencia en la etapa de receptividad alta para garantizar una correcta

adhesion del polen al estigma.

Sobre la relacién polen/6vulo, Cruden (1977) menciona que la mayoria de las plantas que
presentan autoincompatibilidad van a producir una mayor cantidad de granos de polen
comparada con aquellas plantas que son autégamas o autocompatibles. En este estudio
encontramos que P. cinerascens fue la especie con mas granos de polen por flor en
comparaciéon con P. nicandroides. De acuerdo con la clasificacion propuesta por Cruden
(1977), P. cinerascens estaria dentro del sistema de apareamiento de xenogamia (2736.301
+125.17), esto quiere decir que requiere de polinizacién cruzada entre plantas o individuos
genéticamente diferentes; mientras que P. nicandroides presenta un sistema de apareamiento
de autogamia facultativa (359.03+24.56), se puede autopolinizar pero también puede ser

fecundada por otras plantas.

7.2 Interaccion polen-pistilo

De acuerdo con los resultados de microscopia de fluorescencia, el crecimiento del tubo
polinico en P. cinerascens llevé mas tiempo comparado con P. nicandroides. En la primera
especie tardo mas de 24 h para germinar y penetrar el estigma. Se ha reportado que la familia
Solanaceae presenta un sistema de autoincompatibilidad gametofitica por lo que el
crecimiento del tubo polinico se detendrd a un tercio del estilo si el grano de polen es
incompatible (Franklin-Tong & Franklin, 2003a). En este estudio encontramos resultados
similares donde los tubos polinicos de polen de autocruza en P. cinerascens no crecen mas
all4 de un tercio de todo el estilo. Por lo que P. cinerascens rechaza sus propios granos de
polen evitando que lleguen a los 6vulos. Ademads, se formaron cimulos de calosa, el tubo
polinico se compone de calosa y cuando un grano de polen es incompatible en la punta del

tubo polinico se forman “tapones” de calosa (Dumas & Knox, 1983; Hodnett & Rooney,
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2005). Caso contrario con P. nicandroides, los tubos polinicos de polen de autocruza
crecieron y llegaron a los 6vulos en un periodo de 72 h, Heizmann et al. (2000) mencionan
que cuando un grano de polen es compatible, el tubo polinico tarda en penetrar y llegar a los
6vulos en un periodo de 24 a 72 h. Por lo cual P. nicandroides es una planta con

autocompatibilidad que acepta sus propios granos de polen.

Sullivan (1984) en su trabajo con P. cinerascens menciona que es una planta con xenogamia
obligada, solo produce frutos con polinizacién cruzada y complementando con las
observaciones a través de microscopia de fluorescencia se confirma que es una planta con
autoincompatibilidad. Aunque en el experimento de cruzas artificiales encontramos que se
formaron frutos por autopolinizacién manual. Igic et al. (2003, 2006), en sus investigaciones
indican que las plantas con un sistema GSI basado en RNasas tienden a perder la
autoincompatibilidad, por lo que algunos individuos de una poblaciéon en P. cinerascens

podrian estar perdiendo el sistema de incompatibilidad o ser parcialmente autoincompatibles.

Existen varias especies dentro de Physalis que son autocompatibles (Azeez & Faluyi, 2018;
Figueiredo et al., 2020; Menzel, 1951), para P. nicandroides este seria el primer estudio que
demuestra que es una planta con autocompatibilidad y que puede polinizarse de forma
autonoma. Algunas ventajas de la autocompatibilidad es que no existe una dependencia de
los polinizadores y estd asegurado el éxito reproductivo, sin embargo, hay una reduccion en
la variacion genética al no haber recombinacion (Lloyd, 1992; Takebayashi & Morrell, 2001)
y en el extremo algunos efectos negativos por la depresion por endogamia, lo que causaria
un bajo rendimiento reproductivo y viabilidad en las semillas (Charlesworth & Charlesworth,

1987; Hokanson & Hancock, 2000).

7.3 Experimento de cruce artificial y produccion de frutos

Physalis cinerascens no es apomictica y tampoco tiene la capacidad de autopolinizarse de
forma auténoma. Sin embargo, en este estudio encontramos que algunos individuos pueden
producir frutos por autopolinizacién manual. Los dos frutos por autopolinizacién manual se
presentaron en la poblacién Tlacote (P1), la cual fue la primera en crecer y florecer. Esto
podria indicarnos que quizds algunos individuos de esta poblacién podrian estar perdiendo la
autoincompatibilidad o ser parcialmente autoincompatibles. Pretz & Smith (2022)

mencionan que Physalis acutifolia bajo condiciones de invernadero puede perder la
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autoincompatibilidad y pasar a ser autocompatible. Las plantas de P. cinerascens en este
estudio se mantuvieron dentro de un invernadero que no estd completamente cerrado.
Ademais, es comun que las plantas con el sistema GSI pierdan la autoincompatibilidad (Igic

et al., 2003, 2006).

La produccion de semillas puede estar limitada por los recursos que recibe la planta y la
deficiencia de polen (Campbell & Halama, 1993; Lawrence, 1993). En P. cinerascens se
obtuvieron frutos inmaduros, los cuales presentaron la menor cantidad de semillas, estos
frutos se presentaron en los tratamientos de control y entrecruzamiento, quizds por una
deficiencia de polen debido a que se desconoce la carga polinica que se colocaba en el
estigma. A pesar de que P. cinerascens requiere de polinizacion cruzada para la producciéon
de frutos, esto no representa una limitante para la planta debido a que presenta un rizoma, lo
que la hace exitosa para su proliferacion (Sullivan, 1984). El rizoma es un tallo modificado
subterrdneo, debido a esta condicion se encuentra protegido durante condiciones ambientales

adversas, permitiendo que la planta sobreviva afio tras afo.

Con respecto a P. nicandroides, no es una planta apomictica, tiene el potencial de
autopolinizarse y por ende recibir granos de polen de la misma planta (autopolinizacién
manual), ademds produce frutos por entrecruzamiento de otras poblaciones, este sistema de
apareamiento seria lo que Cruden (1976, 1977) denomina autégama facultativa. P.
nicandroides es una planta anual (M. Martinez, 2020), muchas plantas que son anuales
tienden a autofecundarse debido a que, si la polinizacién cruzada tiene un fallo en esa
temporada, las pérdidas no serdn compensadas por la polinizacién cruzada en afios
posteriores (Lloyd, 1992). En estudios de plantas autocompatibles, se ha observado que el
entrecruzamiento se ve favorecido sobre la autopolinizacion (Eckert & Barrett, 1994; Geiger
et al., 2010; Karoly, 1992; Soares et al., 2015). Sin embargo, al cruzar diferentes poblaciones
de P. nicandroides, se obtuvieron pocos frutos y semillas. Este resultado podria explicarse
por varias razones. Por ejemplo, podria haber deficiencia de polen (Campbell & Halama,
1993; Lawrence, 1993) debido a que en los cruces artificiales se desconoce la carga polinica
que se colocd en el estigma. También podria haber competencia de polen, quizds el polen
autégamo tenga ventaja sobre el polen exdgamo, Eckert & Barrett (1994) en su trabajo

encontraron que existe competencia de polen en Decodon verticiullatus, en donde se ve
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beneficiado el polen ex6gamo sobre el polen autégamo. Ademds, podria darse un descuento
de semillas, Lloyd (1992) menciona que cuando la autopolinizacién tiene preferencia sobre
la polinizacién cruzada ocurre el descuento de semillas, que es la perdida en la produccién
de semillas cruzadas. Otra posibilidad es que existan barreras reproductivas interpoblaciones
en donde algunos tubos polinicos son rechazados (Broz et al., 2017, 2021). Algo interesante
es que P. angulata que también presenta un sistema de autogamia facultativa, mostré una
disminucién en la produccién de frutos y semillas en el entrecruzamiento (Figueiredo et al.,

2020).

Se observé que P. nicandroides presentd frutos abortados, esto puede deberse a diferentes
factores como la limitante de recursos que tiene la planta, depredacién o dafio de frutos
juveniles por parte de insectos, reduccion en el drea foliar, recepcion de poca cantidad de
granos de polen, entre otros (Stephenson, 1981). Los abortos presentados en los tratamientos
de entrecruzamiento y autopolinizacién manual podrian deberse a una deficiencia polinica
debido a que se desconoce la carga de granos de polen que se colocaron en el estigma. Sin
embargo, hay estudios en diferentes plantas con autocompatibilidad que cuando son
autofecundadas abortan la mayoria de los frutos o presentan semillas abortadas y es atribuido
a un efecto de la depresiéon endogdmica (Hokanson & Hancock, 2000; Martinez-Garcia et al.,
2012; Stone et al., 2014; Xie et al., 2019; Xiong et al., 2019). Algo que se debe resaltar es
que P. nicandroides se germin6 en dos periodos diferentes del afno, en verano e inverno y la
planta presentd un crecimiento diferente, en la temporada de verano las plantas fueron
vigorosas y con hojas grandes, no obstante, en la temporada de invierno la planta no
sobrepaso los 50 cm de alto y las hojas eran pequefias. Los pocos tratamientos que se hicieron
en los individuos de la temporada de verano no mostraron abortos. Estas dos temporadas se
diferencian por las horas luz que hay en un dia, durante el verano los dias son mds largos que
las noches y en inverno los dias son mds cortos y las noches largas. Existen trabajos que
mencionan que la germinacién de semillas, crecimiento y floraciéon de las plantas se ve
beneficiado por un fotoperiodo alto y prolongado (Jackson, 2009; Osnato et al., 2022).
Algunas especies de Physalis al ser sembradas en diferentes estaciones del afilo muestran
diferencias en su crecimiento y productividad (Torres Tanan et al., 2021), por lo tanto P.
nicandroides de invierno probablemente se vio limitado por las condiciones climéticas lo que

la llevo a presentar frutos abortados.
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VIII. CONCLUSIONES
Las plantas de Physalis que se estudiaron presentan sistemas de apareamiento distintos, en el
caso de P. cinerascens es autoincompatible y requiere de otras poblaciones para la
produccion de frutos, presenta un sistema de xenogamia, aunque algunos individuos podrian
estar perdiendo el sistema de autoincompatibilidad. A pesar de no tener una alta produccién
de frutos, no tiene ninguna desventaja porque presenta un rizoma que le permite sobrevivir
aflo tras ano, lo cual favorece su proliferacion. Caso contrario con P. nicandroides que es
autocompatible y el sistema de apareamiento que presenta es autdgama facultativa, pero con
una productividad baja de frutos y semillas en la polinizacion cruzada, ambas plantas no

presentan apomixis.

Conocer la interaccion polen-pistilo en las plantas implica muchos mecanismos moleculares
y genéticos. La técnica de azul de anilina utilizada para microscopia de fluorescencia ayuda
a tener un acercamiento observacional de como germina el tubo polinico y cudnto tiempo
tarda en llegar a los 6vulos, sin embargo, no se asegura la fecundacién cuando el tubo polinico
llega a los 6vulos porque existe la autoincompatibilidad poscigética. Los tratamientos de
cruza artificial es un acercamiento para conocer el tipo de polinizacion que pueden tener las

plantas ya que controla qué poblaciones o individuos se estan polinizando.

A pesar de que P. cinerascens 'y P. nicandroides no presentan gran importancia econdémica
como otras especies dentro de la familia Solanaceae, es importante conocer los sistemas de
incompatibilidad y apareamiento. Esto puede ser una herramienta cuando se trata de cultivos
para mejorar las practicas de polinizacién y mejoramiento genético. También para estudios
ecologicos, debido a la alta fragmentacion y perturbacion del hébitat se estdn perdiendo
muchas interacciones de plantas con polinizadores y aquellas que son autoincompatibles
tendrdn una limitacién de polen cruzado y es posible que las plantas cambien a un sistema

autocompatible.
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