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RESUMEN

El clavel es la principal flor de exportacién de Colombia'y
sus principales destinos son los Estados Unidos y Europa.
Colombia, es actualmente el primer productor de clavel
en el mundo. Las enfermedades vasculares producidas
por hongos son la causa mas importante de pérdidas
en este cultivo y el método de control mas eficiente es
contar con variedades resistentes. El reconocimiento de
las caracteristicas reproductivas de hibridos de clavel es
el objetivo principal de este estudio que permitié en un
plazo de tiempo prudente establecer un programa de
produccién de nuevas variedades de clavel en Colombia.
Para ello se utilizaron hibridos de tres generaciones
sucesivas obtenidos por autopolinizacion y se estudiaron
las caracteristicas reproductivas tanto del polen como
de los 6vulos, asi como la cantidad de las diferentes
estructuras de reproduccién. Los resultados indican que
tanto para los érganos de reproduccion masculinos como
los femeninos, existe una gran variabilidad en ndmero
de estructuras, donde la viabilidad reproductiva no esta
ligada a la generacion endogamica. De la misma forma, la
cantidad de polen no estd directamente vinculada con el
nimero de semillas producidas, asi como tampoco con el
nimero de 6vulos por gineceo. Por el contrario, la cantidad
de semillas si estd relacionada con el nimero de 6vulos
viables por flor. La fertilidad de los hibridos expresada
en términos de granos de polen vs 6vulos fecundados y
semillas producidas por tallo floral muestra que existe
una variabilidad muy amplia en las caracteristicas de los
factores que determinan aspectos reproductivos de los
hibridos.
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ABSTRACT

Carnation is the most important flower in the exportation
and the principal destination are United States of America
and Europe and the country is the first producer of
carnation in the word. The vascular diseases are the
most important cause of losses in the crop and the most
efficient method of control is to count to resistant varieties.
The recognitions of the reproductive characteristics
of the carnation hybrids, object of this work, permitted
in a prudent period establish a program of varieties
production in Colombia. In this work we used hybrids of
three successive generations obtained by autopollination
studding the reproductive characteristics. As much as
pollen and ovules in the flowers, as well as in the male
and female reproductive organs we find a high variability
in the number of structures, were the reproductive
variability is not bound to the endogamous generation.
The pollen quantity is not directly bound with the number
of seeds produced, as well as with the number of ovules
in the gynoecium. Conversely, the seeds number is related
directly with the number of viable ovules by flower. The
hybrid fertility expressed in terms of number of pollen
grains vs fertilized ovules and produced seeds by flower
show that exist a plenty variability in the reproductive
conditions in the hybrids, but enough to permit a
successful production of seeds.
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INTRODUCCION

El clavel comercial pertenece al género
Dianthus, familia Caryophyllaceae, especie
Dianthus  caryophyllus. El clavel actual
es derivado de especies ancestrales de
D. caryophyllus, y es nativo de Europa
Meridional y Asia Occidental (Filgueira, 2011).

Existen principalmente tres eco-tipos de
clavel: el Mediterrdneo producido entre
1955 y 1980, que crece en la mayor parte de
Italia y algunas zonas de Francia, el eco-tipo
Sim, derivado de la variedad William Sim vy
el eco-tipo miniatura o spray, desarrollado
en Estados Unidos por Thomson en 1956
(Bilbao y Castro, 1996; Filgueira, 2011).

El clavel es una planta alégama debido a la
protandria definida que exhibe, es decir el
desarrollo de los gametos masculinos se da
primero que el de los femeninos y por tal razén
la autofecundacion no es un proceso natural.
La flor en esta especie se define ademas
como perfecta, hipégina y por la disposicion
de las estructuras longistila, la cantidad de
6vulos y granos de polen puede ser diferente
dependiendo de la variedad estudiada, incluso
algunas pueden presentar andro-esterilidad
(Lépez, 1995; Bilbao y Castro, 1996).

Al ser hipégina se dice que su ovario es
stpero, debido a que se encuentra sobre el
receptaculo (Jensen y Salisbury, 1994). Para
la realizacion de los cruces en esta especie
es pertinente tener en cuenta los diferentes
estados de desarrollo de la flor, para asi
conocer en que posible estado se encuentran
los gametos, para realizar la autopolinizacion
en el momento adecuado (Soto et al., 2013).

En este estudio se estudié las caracteristicas
reproductivas de plantas hibridas de tres
generaciones sucesivas (F1-F3), producidas
por autofecundacién en un  programa
de mejoramiento de clavel, con miras a
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determinar la viabilidad de la continuidad
de las caracteristicas reproductivas en las
generaciones  sucesivas,  obtenidas  por
autopolinizacién y de esta forma garantizar
el sostenimiento del programa para obtener
variedades comerciales resistentes a pardsitos
vasculares (Filgueira, 2009; Soto et al., 2012).

MATERIALES Y METODOS

Material Biol6gico. En la primera parte de
este estudio se utilizaron plantas de clavel
provenientes del “Programa de produccién de
nuevas variedades de clavel de la Universidad
Militar Nueva Granada” vy correspondian
a los hibridos UM146, UM225, UM227,
UM226, UM253, UM358 y UM398
de generaciones sucesivas F1, F2 vy F3,
obtenidas por autopolinizacién. Los hibridos
F1 se obtuvieron por cruce de variedades
comerciales susceptibles a parasitos vasculares
con variedades silvestres resistentes a parasitos
vasculares en los invernaderos de la Facultad
de Ciencias Basicas en Cajica, Cundinamarca.

Se tomaron 100 plantas con 3 a 4
tallos  florales por planta  mantenidas
en condiciones de invernadero.

Viabilidad del polen. mediante evaluacién de la
germinacioninvitro(Figura1a), conunasolucion
de1:1dedcidobdrico (50 ppm)ysacarosaal 5%.

El polen fue obtenido de flores en estado
tres de desarrollo (Filgueira, 2011). Se
realizaron evaluaciones por triplicado el
resultado por variedad de clavel se establecio
observando el tiempo de germinacion,
tomando como germinado, el momento
desde el cual comienza a emerger el tubo
polinico hasta su emergencia completa.
Cuantificacién de las estructuras reproductivas
del clavel empleado en la autopolinizacion
y  cuantificaciéon  de los  gametos
La determinacion del nimero de évulos (Figura
1e), se realizé al igual que el conteo del polen
en los estambres se hizo bajo el estereoscopio.
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Figura 1. Caracteristicas de los 6rganos de reproduccién del clavel. a. Grano de polen germinado (40X),
donde se observa el tubo polinico. b. Anteras de la variedad comercial Solaris (5X). c. Gineceo con es-
tigmas de la variedad hibrida 225. d. Estigma donde se destaca las papilas turgentes para la fecun-
dacion (10X). e. Ovario de la variedad hibrida 253 donde se aprecian los Ovulos para ser fecundados (5X).

Para el conteo de los 6vulos el receptaculo
floral de las flores en estado cuatro fue abierto
y se retiraron uno a uno observando su
disposicién y apariencia. Para el conteo del se
emplearon flores en estado tres de desarrollo.
Las anteras se separaron de los estambres y el
polen se extrajo diluyéndolo en una cantidad
fija de agua (Iml). La cantidad se determind
con un hemocitémetro (Filgueira, 2011).
Obtencion de semillas.

De cada hibrido o variedad se tomaron
3 tallos por planta (300 tallos). Se realizé
la emasculacion de la flor en grado 3 de
desarrollo y se almacenaron las anteras en
camaras humedas por no mas de 72 horas.
El gineceo se cubri6 con una bolsa de velo
francés hasta determinar el momento adecuado
de receptividad del estigma para esparcir el
polen. La fecundacién se determind a través
de cambios en el tamafio, coloracién y textura
del ovario. Aproximadamente 6 o 7 semanas
después de la polinizacion se recolectaron
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las semillas para el correspondiente andlisis.
Una vez obtenida la semilla se realiz6 un
andlisis estadistico en el que se relacionaron
los datos cuantitativos obtenidos para
las estructuras reproductivas, gametos vy
variedades con la cantidad de semillas
producidas respectivamente. Los datos se
analizaron utilizando promedios generales,
varianza y desviaciones estandar utilizando
el programa Statistics® v2.1. Las graficas
se realizaron en Excel® de Microsoft.

RESULTADOS Y DISCUSION

La capacidad de produccién de semillas de
una variedad depende en gran medida de la
viabilidad de los granos de polen, pero también
dependen de la cantidad de polen por saco
polinico en los estambres. Para este caso se
observé una alta variabilidad en el nimero de
anteras en los hibridos con valores que oscilan
entre 5,6 anteras por flor para el hibrido UM393
y UM253 y 20,4 anteras para el hibrido UM146
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(Tabla 1). Esta variabilidad se encontré de igual
forma en la cantidad de granos de polen por
antera donde se present6 el menor valor en el
hibrido UM393 con un valor promedio de 6200
granos de polen por antera y el mayor valor se
observé en UM358 con 34720 granos de polen
por estambre en promedio. Para los dos casos
tanto para el nimero de anteras como para la
cantidad de polen, las desviaciones estandar
son altas, estos valores estan de acuerdo con la
variabilidad que se espera observar en hibridos
de primera y segunda generacién (F1y F2). En
cuanto a la variedad comercial, las desviaciones
estandar fueron significativamente mas bajas,
tanto para el ndmero de anteras como para
la cantidad de polen en las anteras, y esto
estd de acuerdo con el hecho que la variedad
comercial fue mas estable genéticamente.
Algunos de los sacos polinicos de los hibridos
227 y 393 se encontraron vacios, hecho que
esta relacionado con la baja cantidad de polen
por flor, ain mas significativo para el caso

Tabla 1. Anteras, polen por anteras, estigmas y 6vu-
los por flor en las variedades hibridas y comercial.

Variedad Anteras Polen Estigmas Estigmas
UM393  56+2,5 6200 = 4000 20 121+20
UMI146 20,4 =7,2 23800+19200 3=1 157=18
UM358 8,4+4,0 347204058 2,8=1 160+7
UM225 19,4+9,1 251405033  2=0 140+30
UM226 11,6+55 189762583  2+0 198=35
UM227 15£2,0 129003079  3=1 233 %52
UM253 56+4,5 327004104  2+0 13710
Solaris 1112 16600 +2480  34+1 14324

+: Desviacion estandar

relacion directa entre el nimero de 6vulos y la
cantidad de semillas producidas como era de
esperarse, aunque esto no es un parametro muy
marcado (Figura 2.c). Se encontrd, ademas, una
relacién inversa entre la disminucién de semillas
y el aumento de la cantidad de polen por flor,
hecho que no es facil de explicar pero que
es evidente (Figura 2.a). Esta relacion inversa
también se observé entre el nimero de 6vulos
y la cantidad de polen, una posible explicacion
a este resultado es la disponibilidad de recursos
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del hibrido 393, cuyas flores tienen la menor
cantidad de 6vulos mostrando una relacién
entre la baja produccién de células masculinas
y femeninas. Esto muestra una relacion
genética entre los valores de estas dos variables
anatéomicas de la flor. No se encontro relacion
entrelageneraciéndeévulosy ladisminucionde
la produccién del polen, hecho que indicaria la
perdida de la fertilidad. Esta misma observacion
es valida también para la produccion de
semillas que se establecié en este estudio.

El ndmero de estigmas no varié demasiado
en los diferentes hibridos y la variedad
comercial y no parece estar relacionado con
la capacidad reproductiva de la variedad,
ya que se encuentran variedades con 2 y 3
estimas y una DS de 1 y un caso excepcional
el de la variedad comercial con un valor de
3,4 estigmas por flor en promedio. En este
sentido se encuentran hibridos en los cuales
varia el nimero de estigmas y otros donde es
muy estable y no cambia, pero nuevamente no
se encontré relacién entre la variabilidad del
nimero de estigmas y la produccién de semillas.

Como en las evaluaciones anteriores para
las anteras y el polen, la variabilidad para el
numero de 6vulos entre las variedades hibridas
y entre flores de estos hibridos es alta. El nimero
de 6vulos esta entre 120 y 230 por flor en los
diferentes hibridos y la variedad comercial. Los
valores de la desviacion estandar cambian entre
50y 10 conservando los rangos promedios que
se muestran para el numero de 6rganos sexuales
por flor en las diferentes variedades (Tabla 1).
Los estigmas se presentaron entre 2 y 3 por flor
con una desviacién de 1, un caso excepcional
se observd en la variedad comercial con un
valor de 3,4 estigmas por flor en promedio.

La germinacién de las semillas es un parametro
que no esta relacionado con la viabilidad del
polen o la cantidad de évulos o la cantidad de
polen en la flory asi fue evidente en este estudio
(Tabla 2). Al contrario de lo anterior, existe una
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Tabla 2. Nimero de semillas y porcentaje de
germinacion de estas. Se presentan los valores
de nimero de semillas por flor promedio de las
variedades hibridas y la variedad comercial, asi
como los valores de germinacién de semillas
como el promedio porcentual con la desviacién
estandar (DS).

Variedad Anteras

germinacion

UM393 452 DS12  34.5% DS 6,2
UMT46 33 DS15 22% DS3,1
UM358 179 DS37 19.5% DS 4,7
UM225 108 DS16 24.3%DS2,8
UM226 27,8DS 8 36.5% DS 5,3
UM227 156 DS24  25,4% DS 1,6
UM253 34 DS14 20,5%DS3,3
Solaris 170 DS33  22.3% DS 3,6

+: Desviacién estandar

para la formacién de las diferentes estructuras.
Otro aspecto curioso es que las variedades con
la mayor tasa de germinacion presentan las
cantidades menores de produccién de polen.

En general los valores observados en las
diferentes  estructuras  reproductivas  se
mostraron mds estables en la variedad
comercial que en los hibridos, hecho que
afecta los programas de produccion de semillas
hibridas y que fue reportado inicialmente
por Henao vy colaboradores (2007). Estas
variaciones muestran hibridos con valores altos
de produccién de polen en contraste con otros
hibridos con valores bajos, pero esto es un
indicativo de su inestabilidad en la produccién
como se ha reportado en otras especies (Ramsey
y Vaughton, 2000). El dato mas importante y
relevante de este estudio en cuanto al interés
de producir semillas viables en un programa
sostenido de mejoramiento, es que no existe
una relacién entre las generaciones sucesivas
y la disminucién de la fertilidad medidas
como la cantidad de polen, 6vulos o semillas.

Como se indic6 anteriormente, hibridos con un
bajo nimero de évulos presentaron altos valores
de germinacioén y algunos autores relacionan lo
anterior en otras especies con disponibilidad
de recursos (Kearns y Inuye, 1993). Asi mismo,
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la cantidad de 6vulos refleja de alguna forma,
la capacidad como progenitor del hibrido,
por lo que para fines de un programa de
mejoramiento se deben escoger variedades con
una baja producciéon de polen, pero con alta
produccién de 6vulos. Tedrica y empiricamente
una mayor cantidad de évulos estd asociada
a una estrategia reproductiva favorecida
evolutivamente en la que dados los recursos
disponibles se incrementa la produccion
maxima de semilla por planta y se hace un uso
mas eficiente del polen; representado todo,
en la formaciéon de mayor nimero de cigotos
(Shreiber et al., 2014; Rosenheim et al., 2015).

Los valores de germinacion de los granos de
polen oscilaron entre 19,5%y 36,6% mostrando
que todas las variedades analizadas presentan
polen fértil el cual puede interpretarse como
alto, ya que como es mencionado en otros
trabajos los valores de germinacion in vitro
suelen ser mucho menores que los valores de
germinacion natural (Kearns y Inuye, 1993).
Igualmente, la polinizacién manual no es
un problema para la produccién de semillas
en clavel, a pesar de que no hay reportes
de polinizacién natural de la especie y la
produccién de semillas en estas condiciones,
la produccién de semilla por fecundacién
manual es un procedimiento importante en los
programas de mejoramiento, incluso algunos
trabajos muestran que el rendimiento manual
puede ser mayor que el natural (Wilson, 2001)
tanto en clavel como en otras especies (Dyaberi
et al.,, 2015). De otra forma los cambios en
la productividad de semillas pueden estar
relacionados con problemas en la viabilidad de
las células de los estigmas como se ha sehalado
en otras especies (Franklin y Rudd, 2003).

CONCLUSIONES

Dado que el cultivo del clavel en Colombia es
uno de los renglones mas importantes de las
exportaciones nacionales es necesario que el
pais produzca nuevas variedades para suplir las
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necesidades de los mercados internacionales,
mas cuando las variedades producidas
en Europa no son resistentes en términos
generales a la fusariosis y son muy costosas.
En el presente trabajo se evaluaron cuatro
generaciones de clavel producidas por técnicas
de mejoramiento convencional, en el que
se cruzaron variedades comerciales con
variedades silvestres y su descendencia se auto-
polinizo para estabilizar la expresion génica
de las principales caracteristicas agronémicas.
No se encontraron efectos adversos debido
a la autopolinizacién, ni en la produccion
de d6rganos reproductores de la flor, ni
en la produccion de semillas viables en
las  generaciones  sucesivas  evaluadas.

La hibridacién iter-varietal de tan diferentes
origenes, tampoco afecto la produccion
de células reproductivas en los 6rganos de
reproduccion de la planta ni la calidad de
la produccién de semilla o su viabilidad.
Los estudios mostraron que la viabilidad y la
cantidad de células reproductivas por flor
en los hibridos depende de caracteristicas
genéticas heredadas o transmitidas a las
generaciones siguientes y es independiente de
si las semillas son producidas por fertilizacion
cruzada o por autofecundacién, la mayor
parte de estas caracteristicas esta dominada
por genes de los cuales no se conoce su
actividad ni el tipo de herencia que tienen.

Finalmente, aqui, demostramos como las
técnicas de produccion de semillas hibridas
de diferentes generaciones y producidas por
autopolinizacién, son una alternativa viable
en la bisqueda de variabilidad genética y
en el andlisis de la expresion de diferentes
caracteristicas  genéticas deseables desde
el punto de vista agronémico dentro de la
poblaciéon 'y con propésitos econémicos.
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