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RESUMEN

En los cultivos ornamentales, la hibridacion intergenérica esta limitada por diferentes barreras de
incompatibilidad que se establecen después de la fecundacion. Los objetivos del presente trabajo
fueron: conocer a nivel histolégico como se manifiesta la incompatibilidad en la combinacién de
Petunia inflata x Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow, identificar durante el proceso de
embriogénesis el momento oportuno para realizar el rescate de embriones y determinar el estado
de desarrollo del embrién y endosperma en el que se manifiesta la incompatibilidad poscigotica.
Se realizaron cruzamientos entre Petunia inflata y Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. Para
la observacion a través de cortes histologicos de semillas en desarrollo se realizaron inclusiones en
parafina de frutos cosechados desde los 3 a los 10 dias posteriores a la polinizaciéon (DPP), y para
la observacion de semillas maduras se recolectaron frutos, previos a la dehiscencia, y se cortaron
las semillas longitudinalmente bajo lupa. A los 5 DPP se observo que el endosperma detiene su
divisién y a los 7 DPP no se observa la presencia de embriones. Por otro lado, las semillas cortadas
manualmente mostraron desarrollo del tegumento y ausencia de embrion y endosperma. En estas
semillas, la incompatibilidad se manifiesta a través de la eliminacidon de células por muerte celular
programada, lo cual lleva a la autolisis de los embriones y del endosperma, culminando en la
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formacion de semillas vanas. De esta manera el rescate de proembriones a los 5 DPP podria ser una
buena técnica para superar barreras reproductivas poscigoticas.

Palabras clave: Histologia, plantas ornamentales, mejoramiento, semillas, plantas nativas.
ABSTRACT

In ornamental crops, intergeneric hybridization is limited by different incompatibility barriers
that are established after fertilization. The objectives of this work were to know at a histological
level how the incompatibility manifests itself in the combination of Petunia inflata x Calibrachoa
x hybrida var. Kabloom yellow; identify the optimum timing to rescue embryos during the
embryogenesis process; and determine the stage of development of the embryo and endosperm
in which postzygotic incompatibility manifests. Crosses were made between Petunia inflata
and Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. For observation through histological sections
of developing seeds, paraffin inclusions were made from fruits harvested from 3 to 10 days after
pollination (DPP), and for observation of mature seeds, fruits prior to dehiscence were collected
and seeds were cut longitudinally under a magnifying glass. It was observed that the endosperm
stops its division at 5 DPP, and no presence of embryos is observed at 7 DPP. On the other hand,
manually cut seeds showed development of the integument and absence of embryo and endosperm.
In these seeds, incompatibility is manifested through the elimination of cells by programmed cell
death, which leads to autolysis of the embryos and the endosperm, and finally to the formation of
empty seeds. Therefore, the rescue of proembryos at 5 DPP could be a good technique to overcome

postzygotic reproductive barriers.

Keywords: Histology, ornamental plants, improvement, seeds, native plants.

INTRODUCCION

En los cultivos ornamentales la hibridacion
interespecifica e intergenérica es considerada
como el recurso mas importante para la
obtencion de variaciéon genética (Afkhami-
Sarvestani et al., 2012; Van Tuyl y De Jeu, 2005).
En efecto, los cruzamientos interespecificos
fueron herramientas basicas en programas
de mejoramiento de cultivos tales como Rosa,
Chrysanthemum, Lilium, Gladiolus, Delphinium,
Freesia, Hippeastrum y Alstroemeria, entre otros
(Datta, 2022). Si bien la hibridaciéon se presenta
como una técnica de gran aplicacién, la obtencioén
de hibridos interespecificos, y en mayor medida
intergenéricos, esta muchas veces limitada por
diferentes barreras de incompatibilidad que se
establecen antes o después de la fecundacién (De
Souza et al., 2017). En cuanto a las barreras de
prefecundacién o precigéticas, Shivanna (2005)
las clasifica considerando el lugar del gineceo
donde se manifiesta la incompatibilidad: en
la superficie del estigma, en el estilo y/o en el
ovario/ovulo.

A su vez, entre las barreras de posfecundacion
0 poscigoticas, la mas comun es el aborto del
embriéon hibrido en diferentes estadios de
desarrollo (Bugallo, 2021).

Entre las técnicas para intentar superar las
barreras poscigoticas, el rescate embrionario es
una de las mas utilizadas, donde la identificacion

de los factores involucrados también resulta de
suma importancia, siendo identificados, entre
ellos, la presencia de genes letales, desarmonia
genética en el embrién o fracaso del desarrollo
del endosperma en etapas tempranas (Rogo et al.,
2023; Shivanna, 2005).

En Solanaceae, se han identificado barreras
que incluyen esterilidad masculina ntcleo-
citoplasmatica (Li et al., 2023), interaccion estilo-
tubo polinico (Liao et al., 2020) e interrupcién del
desarrollo del endosperma (Florez-Rueda, 2021).

Con respecto al endosperma, existen estudios
que demuestran su rol esencial en el desarrollo de
la semilla, tanto en la nutricién del embrion como
fuente de senales requeridas en la embriogénesis
(Kohler et al., 2021; Ali, 2016; Wolff et al., 2015).
La interrupcion del desarrollo del endosperma,
en el género Solanum, ha sido sefalada como
mecanismo preventivo en la hibridacion entre
especies, las cuales estan aisladas desde el punto
de vista reproductivo (Florez-Rueda, 2021).

Teniendo en cuenta los cruzamientos entre
plantas con diferentes niveles de ploidia, como
es el caso de los géneros Petunia y Calibrachoa,
diversas hipdtesis han sido propuestas para
explicar la interrupcion en el desarrollo del
endosperma que se produce cuando los
cruzamientos resultan incompatibles. La relacion
genomica materna:paterna 2:1 en el endosperma
ha sido considerada una condicion necesaria
para el éxito en el desarrollo del endosperma
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tanto en cruzamientos intraespecificos como
interespecificos e intergenéricos (Alling et al.,
2024). Sin embargo, aunque todos los casos de
cruzamientos intraespecificos con diferentes
niveles de ploidia se ajustan a esta propuesta,
parece no suceder del mismo modo con todos los
cruzamientos interespecificos e intergenéricos.
Una causa aparente es la intervencién de genes
especificos en el desarrollo del endosperma de
los hibridos, los cuales pueden tener diferentes
valores o “fuerzas”, segun las especies, sin tener
en cuenta el nivel de ploidia (Masuelli y Camadro,
1997). De acuerdo con Kohler et al. (2021), para
cada especie existe un numero efectivo, es decir,
el Balance del Numero Endospérmico (BNE), el
cual no debe tener necesariamente una relacién
directa con el nivel de ploidia.

Es importante destacar que los estudios
de embriogénesis y/o endospermogénesis en
cruzamientos intergenéricos, el complejo sistema
del BNE en niveles precigdticos y poscigdticos
puede explicar el rol dentro de las barreras de
incompatibilidad (Masuelli y Camadro, 1997).
Estos estudios también proporcionan informacién
valiosa para la aplicacion precisa de técnicas
de rescate embrionario, las cuales posibilitan el
aislamiento de embriones o su transferencia a un
medio nutritivo especifico, para su crecimiento
y diferenciacién in vitro antes de que la semilla
colapse (Thakur et al., 2024). Las técnicas de
cultivo in vitro aplicadas al mejoramiento son
utilizadas para sortear barreras posfecundacion,
causadas por la interrupcion en el desarrollo del
endosperma o por el aborto del embrién (Van
Tuyl y De Jeu, 2005).

El rescate embrionario, como metodologia
para la obtencién de hibridos, ha sido utilizado
exitosamente en muchos cultivos ornamentales,
siendo Lilium el género modelo en las técnicas de
manipulacion del estilo y de cultivo in vitro (Van
Tuyl y De Jeu, 2005).

Embriologia de la familia Solanaceae

De acuerdo con Johri et al. (1992) los géneros
estudiados hasta el momento en la familia
Solanaceae presentan en comun las siguientes
caracteristicas embriologicas: el o6vulo es
hemianatropo, anatropo o campildtropo,
unitegumentado y tenuinucelar. El endotelio
generalmente se diferencia en el estado 2-nuclear
del saco embrionario, encontrando variaciones
como: ausencia de este tejido en Nicotiana tabacum
L.y presencia prominente en Capsicum (Bhojwani
et al., 2015; Johri et al., 1992). En la nucela se
diferencia una tnica arquéspora o varias. Una
Unica célula funciona como célula madre de las
megasporas, la cual por meiosis produce una
tétrada linear o en forma de “T”. La megaspora

calazal genera un gametofito de tipo Polygonum,
es decir monosporico, 7-célular, 8-nucleado en la
mayoria de los casos, pero en Capsicum frustescens
L., C. nigrum Willd. y C. pendulum Willd., el saco
embrionario es de tipo Allium, es decir bisporico
7-célular, 8-nucleado; las sinérgidas alargadas y
las antipodas son efimeras (Bhojwani et al., 2015;
Johri et al., 1992).

En el género Solanum la fecundacién ocurre
entre 24 y 48 h posteriores a la polinizacion. La
primera divisién del nticleo endospermogénico
se produce 48 h posteriores a la polinizacion y
la division del cigoto ocurre aproximadamente,
con el endosperma de 40 células (Bhojwani et al.,
2015; Johri et al., 1992).

Los tres tipos de desarrollo de endosperma
reportados en Solanaceae, por Johri et al
(1992), son: el tipo Celular, el cual se presenta
como el mas comun, el tipo Nuclear que ocurre
en Salpiglossis picta Sweet, Scopolia atropoides
Schult. y Schizanthus pinnatus Ruiz y Pav. y el
tipo Intermedio que se reporta en Hyoscyamus
orientalis M.Bieb.

El desarrollo del embrién corresponde al
tipo Solanaceae, en Sclerophylax caducifructus
Di Fulvio, y de tipo Onagraceae, en Capsicum
annuum L. (Johri et al., 1992).

Son escasos los trabajos sobre el desarrollo
embrionario y del endosperma en el género
Petunia. Segun Sink (2013), la fecundacion ocurre
entre las 24 y 32 h luego de la polinizacion. La
estructura del saco embrionario maduro se ajusta
estrechamente al tipo comtinmente descrito para
las Angiospermas. Después de la fertilizacion,
el embrién presenta las siguientes etapas de
desarrollo: globular, cordiforme, torpedo y
embriéon maduro. El endosperma es de tipo
celular y persiste en el embrion maduro como
tejido de almacenamiento de reservas (Rezanejad,
2008). Por otro lado, reportes sobre estudios de
embriogénesis y endospermogénesis en el género
Calibrachoa como en hibridos intergenéricos entre
ambos géneros son limitados.

Antecedentes de hibridaciones entre el género
Petunia y Calibrachoa

En un trabajo anterior, publicado por
Milicia et al. (2021), se realizaron cruzamientos
intergenéricos entre cuatro especies
correspondientes al género Petunia: P. integrifolia
(Hook.) Schinz & Thell, P. inflata R.E. Fr., P.
interior Ando & Hashim y P. axillaris subespecie
axillaris (Lam.) Britton et al., y cuatro especies
correspondientes al género Calibrachoa: C. linoides
(Hook.), C. ovalifolia (Miers) Stehmann & Semir,
C. thymifolia (A. St.-Hill.) Stehmann & Semir y
C. caesia (Sendth.) Wijsmann, y dos variedades
comerciales: C. x hybrida var. Kabloom blue y
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C. x hybrida var. Kabloom yellow, y se evalu¢ el
porcentaje de frutos obtenidos cada diez flores
polinizadas. Las semillas hibridas obtenidas en
dichos frutos fueron sembradas y germind una
sola de ellas, la cual dio origen a un hibrido entre
Petunia inflata 'y Calibrachoa x hybrida var. Kabloom
yellow, denominado hibrido HPC (Milicia et al.,
2021).

En este marco, los objetivos del presente
trabajo fueron: conocer a nivel histologico
la manifestacion de la incompatibilidad en
la combinacion putativa de Petunia inflata x
Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow,
identificar durante el proceso de embriogénesis
el momento oportuno para realizar rescates de
embriones en aquellos cruzamientos que dieron
origen a hibridos putativos y hallar el estadio de
desarrollo del embrion y endosperma en el que se
manifestd la incompatibilidad poscigotica.

MATERIALES Y METODOS

Observacion de cortes histologicos y estudios
de embriogénesis en semillas hibridas

Se realizaron cruzamientos dirigidos entre
Petunia inflata R.E. Fr. y Calibrachoa x hybrida
var. Kabloom yellow, como parentales, para
la obtencion de hibridos puente cuando las
flores se encontraban en estado de pimpollo.
La emasculacién fue realizada previa a la
polinizacién; los pimpollos fueron abiertos con
una pinza, extrayendo las anteras juntamente con
la corola e inmediatamente fue depositado sobre
el estigma polen fresco. Para cada combinacién
evaluada se efectuaron 10 cruzamientos. La
especie de Petunia fue utilizada como parental
femenino, mientras que la de Calibrachoa como
parental masculino, debido a que presentan
compatibilidad unilateral (Olschowski et al.,
2012). Los cruzamientos fueron realizados en uno
de los invernaderos tipo tunel del Instituto de
Floricultura del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA, Argentina), Hurlingham
(34°36" Sur, 58°40" Oeste) durante la primavera-
verano del afio 2018-2019.

Para la observacion a través de cortes
histolégicos en semillas en desarrollo se
realizaron inclusiones en parafina de frutos
cosechados desde los 3 a los 10 dias posteriores
a la polinizacion (DPP). Para la fijacién los frutos
fueron conservados en un fijador a base de formol
10%, alcohol etilico 50%, acido acético 5% y agua
destilada 35% (FAA). Posteriormente, fueron
sometidos a un proceso de deshidrataciéon con
una serie de soluciones ascendentes de alcohol
etilico en agua desionizada (Tabla 1).

Finalizada la deshidratacion, se procedio al
aclarado progresivo del material en xilol (Tabla 2).

Tabla 1. Proceso de deshidratacion de los frutos
de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom
yellow.

Table 1. Dehydration process of the fruits of
P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom

yellow.
Deshidratacion Horas
50% FAA / 50% alcohol 50° 12
Alcohol 50° 12
50% alcohol / 50% alcohol 60° 12
Alcohol 60° 12
50% alcohol 60% / 50% alcohol 70° 12
Alcohol 70° 12
50% alcohol 70° / 50% alcohol 80° 12
Alcohol 80° 12
50% alcohol 80° / 50% alcohol 96° 12
Alcohol 96° 12
50% alcohol 96° / 50% alcohol 100° 12
Alcohol 100° 12

Tabla 2. Proceso de aclarado de los frutos de
P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom
yellow.

Table 2. Lightening process of the fruits of P.
inflata x C. x hybrida var. Kabloom

yellow.
Aclarado Horas
50% alcohol 1002 / 50% xilol 8
Xilol puro 8

Luego del proceso de aclarado, se inici6 la
inclusion de los materiales en parafina pura en
escamas (56-58 °C) “tipo Paraplast” (Tabla 3). Para
la inclusién se confeccionaron moldes formando
pequenas cajas de papel donde fueron ubicados
los frutos en forma longitudinal.

Una vez solidificados se montaron
individualmente sobre tacos de madera para su
seccionamiento posterior.

Los cortes seriados histologicos fueron
realizados con micrétomo rotativo vertical (marca
Arcano, modelo KB-15084, Jinhua, China) a un
espesor de 12-15 um.

Las secciones fueron adheridas sobre
portaobjetos de vidrio con albumina de Meyer
e inmediatamente se realiz6 el planchado de las
cintas cortadas con una plancha calefactora a
temperatura constante.

Luego de que las muestras se secaron a
temperatura ambiente durante diez dias, se llevd
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Tabla 3. Proceso de inclusion en parafina de los
frutos de P. inflata x C. x hybrida var.
Kabloom yellow.

Table 3. Paraffin embedding process of the
fruits of P. inflata x C. x hybrida var.
Kabloom yellow.

Inclusion Horas
50% xilol / 50% parafina 8
Parafina pura I 8
Parafina pura II 8

a cabo el desparafinado de los cortes. Este proceso
se realizd en cajas de Coplin para posteriormente
iniciar la coloracion combinada doble sucesiva
de safranina-fast green. Concluida la coloracion,
se montaron los preparados permanentes con
balsamo sintético (Alwik).

Las secciones de frutos obtenidos fueron
observadas y fotografiadas con un microscopio
optico Binocular “Biotraza” NLCD-307B, con
camara fotografica integrada.

Corte manual de semillas maduras

A los 25 DPP se realizdé la recoleccion de
los frutos en estado de madurez previo a la
dehiscencia. Las cdpsulas fueron colocadas en
cajas de Petri y rotuladas en funcién de cada
cruzamiento realizado. Ademds, se tomaron
muestras de semillas tanto de los cruzamientos
intergenéricos como de los intraespecificos

utilizados como testigo. Posteriormente, las
semillas fueron hidratadas en agua durante 12
h y se realizaron cortes longitudinales bajo lupa
(Lupa trinocular “Biotraza” XTD-317T), mediante
una hoja flexible de afeitar y agujas histoldgicas.
Las fotografias fueron tomadas acoplando a la
lupa una camara digital con puerto USB marca
“Arcano”.

RESULTADOS

Observacion de cortes histologicos y estudios
de embriogénesis en semillas hibridas

El gineceo de Petunia inflata presentd
numerosos O6vulos o rudimentos seminales
anatropos, crasinucelados y bitegumentados (Fig.
1 ay b). Al igual que en otras Solanaceas el saco
embrionario es de tipo Polygonum y consta, por lo
tanto, de tres antipodas poco desarrolladas en la
zona del extremo calazal, dos nucleos polares en
la region central, dos sinérgidas y una ovocélula
en el extremo micropilar.

La fecundacién ocurrié entre los 2 y 3 dias
posterioresala polinizacion (DPP), el tubo polinico
penetro en el 6vulo por la micrdpila y liber6 los
nucleos gaméticos masculinos (Fig. 1a). Uno de
ellos se unio a la ovocélula, dando lugar al cigoto
diploide y el otro al nicleo polar secundario,
originando el nticleo endospermogénico que es
triploide.

Antes de que el cigoto comenzara a dividirse
para formar el embridn, se observo que el ntcleo
endospermogénico sufrié varias divisiones
sucesivas que conduciran a la formacion del

Fig. 1. Ovulos de Petunia inflata utilizada en los cruzamientos intergenéricos. a- Ingreso del tubo
polinico de Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. b- Silueta del 6vulo anatropo.

Aumento: barras= 100 pum.

Fig. 1. Ovules of Petunia inflata used in intergeneric crossings. a- Entry of the pollen tube of
Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. b- Silhouette of the anatropous ovule. Increase:

bar =100 pum.
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endosperma de tipo nuclear.

En los cruzamientos intergenéricos entre
P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow, a
partir de los 4 DPP se observd la presencia de
cigotos en division al igual que se observan
en el cruzamiento interespecifico testigo entre
genotipos distintos de P. inflata. Entre los 3 y 4
DPP también se diferenciaron las células del

endotelio en ambos cruzamientos (Fig. 2).

5 DPP se observd, en el cruzamiento
intergenérico como en el testigo, el proembrion,
originado por divisiones del cigoto y, en el cual,
se encuentran diferenciadas las células que daran
origen al suspensor (Fig. 3).

Al mismo tiempo, el endosperma, en estado
nuclear del cruzamiento entre P. inflata x C. x

Fig. 2. Cigotos de Petunia a 4 dias post polinizacion. a- Cigoto formado por el cruzamiento de Petunia
inflata x Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. b- Cigoto formado por el cruzamiento
de Petunia inflata x Petunia inflata. Aumento: barras = 10 um.

Fig. 2. Petunia zygotes 4 days after pollination. a- Zygote formed by crossing Petunia inflata x
Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. b- Zygote formed by crossing Petunia inflata x

Petunia inflata. Increase: bars = 10 pm.

Fig. 3. Proembriones de Petunia a5 dias post polinizacion. a- Proembrion formado por el cruzamiento
de Petunia inflata x Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. Aumento: barra= 10 um. b-
Proembrion formado por el cruzamiento de Petunia inflata x Petunia inflata. Aumento: barra

=50 um.

Fig. 3. Petunia proembryos 5 days after pollination. a- Proembryo formed by crossing Petunia inflata
x Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. Increase: bar = 10 pm. b- Proembryo formed by
crossing Petunia inflata x Petunia inflata. Increase: bar = 50 pm.
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hybrida var. Kabloom yellow, detuvo la division
de los nucleos y no continué su desarrollo,
mientras que en el cruzamiento testigo si continué
la divisién nuclear (Fig. 4).

6 DPP se observaron embriones degenerados en
algunos 6vulos fecundados y proembriones en los
primeros estadios de division en otros, mientras
que en el cruzamiento testigo se observaron
embriones que contintian su crecimiento hacia el
estado globular temprano (Fig. 5).

A los 7 DPP se observd la desaparicion de

embriones en la zona micropilar de gran parte de
los 6vulos de los cruzamientos intergenéricos y la
desorganizacion de las células que conforman el
endotelio (Fig. 6).

En los cruzamientos testigo continud el
crecimiento del embrién globular que present6 80
pum de longitud, incluyendo el suspensor, por 60
um de diametro en la zona globular. Se observo
celularizacién de los nucleos del endosperma y
acumulacion de sustancias de reserva en las células
que conforman el endosperma de tipo celular. El

Fig. 4. Endospermas de Petunia utilizadas en los cruzamientos a 5 dias post polinizacion. a-
Endosperma formado por el cruzamiento de Petunia inflata x Calibrachoa x hybrida var.
Kabloom yellow. b- Endosperma formado por el cruzamiento de Petunia inflata x Petunia

inflata. Aumento: barras = 50 pum.

Fig. 4. Petunia endosperms used in crosses 5 days after pollination. a- Endosperm formed by the
crossing of Petunia inflata x Calibrachoa x hybrida var. Kabloom yellow. b- Endosperm
formed by the crossing of Petunia inflata x Petunia inflata. Increase: bars = 50 pm.

Fig. 5. Embriones y proembriones de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow a 6 DPP. a-
Embrion degenerado. Aumento: barra= 100 pm. b- Proembrion. Aumento: barra= 50 pm.

Fig. 5. Embryos and proembryos of P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow at 6 DPP. a-
Degenerated embryo. Increase: bar = 100 pum. b- Proembryo. Increase: bar = 50 pm.
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Fig. 6. Ovulos fecundados de P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow a 7 DPP. a- Endotelio
desorganizado. Aumento: barra = 100 pum. b- Ausencia de embriones en zona micropilar.
Aumento: barra = 50 pym. c y d- vista superficial del endotelio desorganizado. c¢: Aumento:

barra =100 um. d: Aumento: barra =50 um.

Fig. 6. Fertilized eggs of P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom yellow at 7 DPP. a- Disorganized
endothelium. Increase: bar = 100 pum. b- Absence of embryos in the micropylar area. Increase:
bar =50 um. ¢ and d- surface view of the disorganized endothelium. c: Increase: bar =100 um.

d: Increase: bar =50 um.

endotelio se mantuvo conservado (Fig. 7).

Entre los 8 y 10 DPP no se observaron mayores
cambios en la anatomia interna de la mayoria
de los évulos fecundados en los cruzamientos
intergenéricos, pero se destaca el endurecimiento
de los tegumentos. Excepcionalmente se
observaron algunos évulos con embriones con
forma asincrénica a los 10 DPP sin observarse
presencia de endosperma celular (Fig. 8).

En los cruzamientos testigo se pudieron
apreciar embriones en estado globular,
transformandose a estado de corazén entre los 8
y 9 DPP y embriones en estado de torpedo a los
10 DPP. El endosperma se encuentra celularizado
y el endotelio se desorganizé a los 10 DPP (Fig. 9).

Cortes de semillas maduras
A los 25 DPP las semillas se encontraron
maduras tanto en los cruzamientos intergenéricos

como en los intraespecificos utilizados como
testigo. Ambas presentaron aspecto externo
similar, con forma esferoidal algo angulosa
y el tegumento externo con presencia de
células epidérmicas que forman un arreglo
isomorfoldgico con hexagonos, limitados por los
relieves marginales de las células. Las semillas
embebidas tuvieron un didmetro aproximado de
600 um (Fig. 10).

Los cortes longitudinales de las semillas
formadas en los cruzamientos intergenéricos
involucrados en este trabajo mostraron gran
numero de semillas vanas, es decir, solamente con
desarrollo del tegumento y ausencia de embriéon
y endosperma (Fig. 11).

En los cruzamientos testigo, ademas del
tegumento, se observo la presencia del embriéon
de aproximadamente 500 um de longitud y del
endosperma desarrollado (Fig. 12).
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Fig. 7. Desarrollo de embriones y endosperma en o6vulos fecundados de P. inflata x P. inflata a 7
DPP. a- Embrion globular con endosperma en celularizacién. Aumento: barra = 100 um. b-
Embrion medido. Aumento: barra = 100 pm. c- Células del endosperma con acumulacion de
sustancias de reservas. Aumento: barra = 50 um.

Fig. 7. Development of embryos and endosperm in fertilized ovules of P. inflata x P. inflata at 7 DPP.
a- Globular embryo with endosperm in cellularization. Increase: bar =100 pum. b- Measured
embryo. Increase: bar = 100 um. c¢- Endosperm cells with accumulation of reserve substances.
Increase: bar = 50 pum.

Fig. 8 a-b. Embriones observados excepcionalmente en cruzamientos de P. inflata x C. x hybrida var.
Kabloom yellow a 10 DPP. a- Aumento: barra = 100 pm. b- Aumento: barra = 50 pm.

Fig.8 a-b. Embryos observed exceptionally in crosses of P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom
yellow at 10 DPP. a- Increase: bar = 100 pum. b- Increase: bar =50 pum.
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Fig.9 a-b-c-d. Embriones observados en cruzamientos de P. inflata x P. inflata entre los 8 y 9 DPP.
a-b-c = Aumento: barra = 100 um. d- Aumento: barra =50 pum.

Fig.9 a-b-c-d. Embryos observed in crosses of P. inflata x P. inflata between 8 and 9 DPP. a-b-c =
Increase: bar = 100 um. d- Increase: bar = 50 pum.

Fig. 10 a. Semilla madura hidratada obtenida en el cruzamiento de P. inflata x C. x hybrida var.
Kabloom yellow a los 25 DPP. b-c: Semillas maduras hidratadas obtenidas en cruzamientos
de P. inflata x P. inflata a los 25 DPP. Aumento: barras= 100 pm.

Fig. 10 a. Mature hydrated seed obtained from the cross of P. inflata x C. x hybrida var. Kabloom
yellow at 25 DPP. b-c: Mature hydrated seeds obtained from crosses of P. inflata x P. inflata
at 25 DPP. Increase: bar =100 pm.
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Fig. 11. Tegumento de semillas hibridas obtenidas en los cruzamientos intergenéricos entre las
distintas especies de Petunia y Calibrachoa que formaron frutos en el presente trabajo a los
25 DPP. Aumento: barra =100 pm.

Fig. 11. Tegument of hybrid seeds obtained in intergeneric crossings between the different species
of Petunia and Calibrachoa that formed fruits in the present work at 25 DPP. Increase: bar
=100 pm.

Fig. 12. Corte longitudinal de semillas obtenidas en los cruzamientos intraespecificos testigo entre
las distintas especies de Petunia a los 25 DPP. Aumento: barra =100 um.

Fig. 12. Longitudinal section of seeds obtained from intraspecific control crosses between the
different Petunia species at 25 DPP. Increase: bar = 100 pum.
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DISCUSION

En las observaciones realizadas en el presente
estudio, las combinaciones incompatibles
presentaron anormalidades en el desarrollo,
tanto del embridn como del endosperma. El
endosperma, cuyo desarrollo en los cruzamientos
incompatibles sigue los mismos estadios que
los cruzamientos compatibles hasta el 5 DPP,
interrumpe su crecimiento en los cruzamientos
intergenéricos y a esta interrupcion le sucede
el aborto del embrién. Un proceso similar fue
detectado en cruzamientos interespecificos entre
diferentes especies del género Fagopyrum, donde
se encontraron varias anormalidades (Woo
et al., 2008). Dentro de la familia Solanaceas,
hibridos interespecificos como Solanum incanum
L. y Solanum pinnatisectum L., presentaron el
saco embrionario gravemente distorsionado e
irregular y no se observo evidencia de ningtn
embrion a los 6 DPP, a pesar de busquedas
diligentes de secciones seriadas de numerosos
ovulos (Lester y Kang, 1998). En concordancia con
ello, se encontraron resultados similares en los
cortes histologicos de los cruzamientos entre P.
inflata'y C. x hybrida var. Kabloom yellow, donde,
a partir de los 7 DPP, no se observan embriones
en desarrollo. En este sentido, aunque es conocida
la importancia del endosperma como reserva de
nutrientes en las semillas de Angiospermas, su
significado durante la embriogénesis no debe ser
descuidado (Doll y Ingram, 2022).

El endosperma tiene un rol importante en
el desarrollo y mantenimiento de un medio
adecuado para el crecimiento de los j6évenes
embriones, proporcionando alimento y otras
condiciones esenciales para el crecimiento y
diferenciacién del cigoto (An et al, 2020). La
interrupcién del desarrollo del endosperma
podria ser ocasionada por un desbalance en la
relacion genémica del mismo (Stadler et al., 2021;
Dinu et al., 2005), considerando al género Pefunia
(2n=2x=14) y Calibrachoa (2n=2x=18) (Pezzi et al.,
2024). Desbalances de este tipo son descriptos por
Masuelli y Camadro (1995, 1997) en cruzamientos
interespecificos de especies salvajes del género
Solanum, donde el BNE posee un rol principal en
la interrupcién del desarrollo del endosperma.

Durante tiempo se ha reconocido que la
produccién exitosa de semillas de hibridos
interespecificos e intergenéricos depende no
solo de la compatibilidad de los dos genomas
parentales combinados en el embrién hibrido, sino
también de alguna manera de las interacciones
entre estos genomas en el endosperma, entre
el embrién y el endosperma, y posiblemente,
incluso, con el tejido esporofitico en los 6vulos
(Stadler et al., 2021). Al respecto, la relacion

genomica materna:paterna (2:1) en el endosperma
ha sido considerada una condicion necesaria para
el éxito del desarrollo del endosperma (Kohler et
al.,, 2021). La viabilidad de las semillas no siempre
depende directamente del nivel de ploidia; de
hecho, se ha postulado que son dos o tres genes
los responsables del sistema BNE (Lafon-Placette
et al., 2018). Atn mas, Masuelli y Camadro (1995)
reportan que el desbalance endospérmico esta
dado por “fuerzas” (o valores) caracteristicas de
cada especie, pudiendo estar relacionado con la
carga alélica o el niimero de genes involucrados.
Esta hipotesis del BNE ha resultado util, tanto
en complicadas hibridaciones interespecificas,
que involucran varios niveles de ploidia, como
también para postular la posible evolucion de las
papas silvestres en todo México y América del
Sur. Sin embargo, para algunos investigadores
existen ciertas inconsistencias en esta hipotesis,
debido a que no tiene la capacidad de capturar
y categorizar completamente las complejas y
matizadas barreras de hibridacion poscigoticas
que resultan en la falla del endospermo (Behling
et al., 2023).

Por el contrario, la desintegracion del
endosperma y del embriéon podria haberse
debido a la autolisis celular, considerando que
en las primeras etapas de desarrollo puede haber
un crecimiento normal y semanas después de
la polinizacién, en la fase embrionaria globular
temprana, el endosperma y luego el embrion
se autodegradan (Daunay et al, 2019). Esto
podria explicarse considerando que el desarrollo
del embrién puede ser controlado por el
endosperma, donde se producirian diferentes
reguladores de crecimiento u otras moléculas
mensajeras, asi como sustancias alimenticias. Las
vias biosintéticas para producir estas moléculas
dependen de enzimas diferentes, producidas en
distintas etapas. Asimismo, nuevas moléculas
de ARN mensajero y proteinas son producidas
y las antiguas se descomponen en procesos que
involucran un control genético bioquimico, para
la produccién y control de proteasas y nucleasas
(Andrade Buono et al., 2019). Sin embargo, en
los hibridos interespecificos e intergenéricos
los diferentes mecanismos de control de ambos
padres se mezclan dentro del mismo ntcleo
del endosperma y, si estos mecanismos son
incompatibles, puede ser que se pierda el control
adecuado de la producciéon y ubicacién de
nucleasas y proteasas, y puede haber produccion
en exceso cuando el control de la biosintesis no
esta adecuadamente coordinado por los nticleos
hibridos que presentan desequilibrios genéticos
(Valandro et al., 2020), causando asi, la digestion
no deseada de las células que componen el
embridn, como se observa en este trabajo y o
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también en el endosperma (Zhou et al., 2021;
Lester y Kang, 1998).

En este sentido, actuales investigaciones
sostienen el concepto de muerte celular
programada (MCP). La MCP es un proceso
activado y accionado por la propia célula,
organizado a nivel genético y bioquimico. Esto
implica que las células conservan los mecanismos
moleculares requeridos para llevar a cabo su
propia destruccion (Locato y De Cara, 2018).

La eliminacion selectiva de las células por MCP
en la embriogénesis incompatible representa
una estrategia para impedir la propagacion
de caracteristicas genéticas negativas en la
progenie (Locato y De Cara, 2018). Se podria
asumir que procesos semejantes podrian regir
la degradacién de la mayoria de los embriones
en los cruzamientos entre los géneros Petunia y
Calibrachoa.

En cuanto al endotelio, en los cruzamientos
intergenéricos realizados en el presente trabajo
se observo una degradacion anticipada, lo cual
podria deberse a mecanismos de MCP. En este
sentido, Andéme Ondzighi et al. (2008) estudiaron
la influencia de la proteina disulfuro isomerasa 5
(PDI5) en la MCP de las células endoteliales en
Arabidopsis.

La pérdida de PDI5 conduce a la iniciacion
prematura de la MCP en las células endoteliales
durante desarrollo del embrién y a la obtencién
de menos semillas viables (Andeme Ondzighi et
al., 2008).

En base a que una de las semillas hibridas del
cruzamiento entre P. inflata y C. x hybryda var.
Kabloom Yellow, esta complet6 su desarrollo y
germind formando una plantula que dio origen al
hibrido HPCy, que embriones hibridos dentro de
ovulos fecundados que no contenian endosperma
normal continuaron desarrollandose durante 5
dias adicionales, podria sugerirse que la técnica
de rescate embrionario seria de utilidad para
superar barreras reproductivas e incrementar
el nimero de hibridos puente obtenido. Sin
embargo, para facilitar el rescate embrionario
debe ser determinado el momento adecuado para
iniciar el proceso. Esto se puede lograr mediante
la determinacién del momento en que el embrién
hibrido detiene su desarrollo o el momento en
que el embrion degenera, asi como el numero
de embriones sobrevivientes y la posibilidad
técnica de extirpar los embriones jévenes. En
el caso de los embriones del cruzamiento entre
Petunia y Calibrachoa deberia iniciarse a los 5
DPP. De manera similar, Wakizuka y Nakajima
(1975) encontraron en Petunia hybrida que el 42 y
64% de los embriones de évulos cultivados luego
de 3 y 4 DPP se desarrollaron normalmente,
mientras que el 11% de los embriones desarroll6

luego de 2 DPP.

Las semillas cortadas de los cruzamientos
intergenéricos involucrados en este estudio sélo
presentaron el tegumento seminal desarrollado,
similar al resultado logrado por Manrique et al.
(2014), trabajando con diferentes accesiones de
Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl.) H.Rob.,
donde obtuvieron 100% de semillas vacias en
los cruzamientos dirigidos, debido al aborto del
embrion y del endosperma.

Otros estudios realizados en cruzamientos
interespecificos entre Hylocereus monacanthus
(Lem.) Britton y Rose y H. undatus produjeron
semillas viables y vanas. La formacién de semillas
vanas se adjudica a la disfuncién del endosperma
que actuia como barrera poscigotica. Esto permite
solamente el desarrollo normal de la cubierta
de las semillas sin desarrollo del embrién y del
endosperma (Cisneos et al., 2011).

A partir de estas consideraciones, se podria
asumir que la desintegraciéon del endosperma y
del embrién y la formacion de semillas vacias,
podria regirse por procesos de autolisis celular
iniciados en la fase embrionaria globular
temprana (Daunay et al., 2019).

CONCLUSIONES

La identificacion de cruzamientos
intergénericos con alto porcentaje de fructificacion
abri6 una ventana hacia importantes estudios
sobre el desarrollo de los embriones hibridos. En
estos, la incompatibilidad se manifiesta a través
de la eliminacién selectiva de células por muerte
celular programada durante la embriogénesis,
lo cual lleva a la autolisis de los embriones y del
endosperma, culminando en la formacion de
semillas vanas.

El desarrollo embrionario evaluado permitié
conocer el momento oportuno para aplicar
técnicas de rescate de embriones con miras a
aumentar el niimero de plantas hibridas puente.
De esta manera el rescate de proembriones
a los 5 DPP podria ser una de las técnicas
alternativas para superar barreras reproductivas
de incompatibilidad poscigotica e incrementar
el nimero de plantas puente entre Petunia y
Calibrachoa.
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