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Resumen

En las plantas con flores, los nectarios son importantes debido a que tienen
una actividad fundamental dentro de la biologia reproductiva de la planta,

atrayendo al organismo polinizador ofreciendo el néctar como recompensa.

Para su estudio diversos autores se han dado la tarea de determinar
caracteristicas y formar criterios para su clasificacién como lo son: la posicién, la

funcidn, caracteres histoldgicos, los patrones y tendencias dentro de la flor.

El propdsito de este trabajo fue describir la posicion del nectario en tres
diferentes especies de la familia Cactaceae, su estructura histoquimica, ademas de

describir las caracteristicas ultraestructurales.

Se colectaron flores en antesis de las tres especies de cactaceas y se llevaron
tres diferentes procedimientos para su observacion tanto en microscopia Optica
(MO), microscopia electrénica de barrido (MEB) y microscopia electronica de

transmision (MET).

Existe una diferencia de posicion del nectario debido a la estructura floral, en
el caso de Pereskia lychnidiflora el nectario se encuentra en el vértice que se forma
entre el receptaculo y la base de los filamentos de las anteras fusionados, en el
caso de Opuntia tomentosa y Mammillaria san-angelensis el nectario se encuentra

solo en la base de los filamentos de las anteras que surgen sobre el ovario.

El tejido secretor estd constituido por una epidermis y un tejido
subepidérmico glandular, las células presentan un nicleo grande y citoplasma
denso, ademas son reservorios de almiddn, polisacaridos insolubles y proteinas. La

descarga del néctar se lleva a cabo a través de poros en el caso de Pereskia



lychnidiflora y a través de estomas como en el caso de Opuntia tomentosa y

Mammillaria san-angelensis.

Ultraestructuralmente las células del tejido secretor (nectario) tienen un gran
nimero de plasmodemos, un nicleo muy grande y nucleolo evidente, ademas

presenta una gran cantidad de ribosomas libres en el citoplasma.

Aunque no se conoce el tipo de polinizacidn en estas especies, la presencia de
néctar en una camara nectarifera sugiere que puedan presentar algun tipo de

zoofilia.



Introduccion

Los nectarios son tejidos glandulares que secretan fluidos que contienen
azucares en diferente concentracién. También contienen proteinas, aminoacidos,
acidos organicos, iones minerales, fosfatos, vitaminas y oxidasas (Fahn, 1949a;
Baker, 1973; Fahn ,1979 y Weberling, 1992).

Los nectarios estan en diferentes partes de las plantas, si se encuentran
asociados a la flor se llaman nectarios florales vy, si se localizan fuera de la flor,

nectarios extraflorales (Fahn, 1988)

Existen diversas clasificaciones de los nectarios basandose en diferentes
criterios. Si el criterio es su funcion, se les llama “nupciales o extranupciales”
(Delpino, 1873). Si se trata de caracteres histoldgicos se clasifican en

mesofilares, epiteliares y tricomaticos (Weberling, 1992).

Los nectarios florales no estan necesariamente asociados a una sola parte de
la flor (Fahn, 1953, 1979a) pueden encontrarse en sépalos, estambres,
receptaculo, ovario y estilo, y en estos drganos pueden presentarse en diferentes
posiciones (Chaturvedi y Barahdur, 1985). Cuando los nectarios se asocian a las
partes reproductoras existen dos patrones: los nectarios en disco y los septales.
Los primeros estan principalmente en los miembros de la subfamilia Magnoliopsida

y los segundos en la Liliopsida (Weberling, 1992; Endress,1994)

En la Familia Cactaceae hay nectarios florales y extraflorales (Sullender, 1998).
De los ultimos existe gran cantidad de informacion relacionada con el crecimiento
de la planta como en Opuntia versicolor y Opuntia phaecantha, que mantienen los
nectarios extraflorales activos durante el crecimiento y solamente funcionan en el

tejido que se encuentra en desarrollo. También hay muchos estudios de las



interacciones planta-hormigas, por ejemplo en Ferocactus wislizenii, donde la
continua presencia de las hormigas mantiene activo el nectario y libre de
organismos herbivoros (Sullender, 1998); en Opuntia acanthocarpa evitan que se
acerquen avispas depredadoras de sus frutos (Pickett y Clark, 1979); y la
interaccién planta-hormiga en Opuntia opuntiae cuyos nectarios alimentan a
colonias de hormigas que anidan en el subsuelo almacenando comida y defecando

en las cercanias aportando nutrimentos al suelo (Wagner, 1997).

La mayoria de las investigaciones se abocan a la relacién de los nectarios y
la polinizacion en especies columnares como el saguaro (Cereus giganteus)
(Sullender 1998). Sobre los nectarios florales en cactaceas no hay informacion de
su estructura, histoquimica y posicion en la flor asi como caracteristicas
ultraestructurales, de hecho solo Boke (1963) hace una descripcion muy breve de

la posicion del nectario en Pereskia pititache.

Recientes investigaciones ecoldgicas (Valiente-Banuet, et a/,, 1996 y 1997b;
Casas, et al, 1999) han puesto de manifiesto la importancia de los nectarios
florales en los procesos reproductivos de los miembros de la Familia Cactaceae, y
dada la escasez de trabajos al respecto, se decidid realizar esta investigacion
abordando el estudio posicional, estructural e histoquimico de los nectarios de

Pereskia _lychnidiflora DeCandolle, 1828  (Subfam. Pereskioideae), Opuntia

tomentosa Salm-Dyck, 1826 (Subfam. Opuntioideae) y Mammillaria san-angelensis

Sanchez — Mejorada, 1981 (Subfam. Cactoideae).






Antecedentes

Taxonomia

La familia Cactaceae es autdctona del Continente Americano, donde crecen
desde Canada hasta el Sur de Argentina ya que se han adaptado a vivir en zonas
aridas y calido secas. En México se encuentran distribuidas a lo largo de su
territorio en zonas desérticas, matorrales xerofitos y selvas bajas caducifolias. No
obstante, otras especies crecen como epifitas en los arboles de las selvas altas o
medianas perennifolias. También suelen hallarse en regiones frias, pobladas por
bosques de pinos y encinos (Bravo-Hollis, 1997; Arias, 1997; Arreola, 1997).

En la taxonomia actual se reconocen cuatro subfamilias: Pereskioideae,
Maihuenioideae, Opuntioideae, Cactoideaey esta Ultima se divide en nueve tribus
(Anderson, 2001) .

La subfamilia Pereskioideae esta constituida por plantas arbdreas, arbustivas o
trepadoras con hojas y espinas en el tronco y ramas, presentan metabolismo Cs en
las hojas y CAM en el tallo. Sus flores son diurnas y sin tubo floral. Se distribuyen
desde el sur de México hasta el sur de América (Los Andes). Representa al grupo
con caracteristicas primitivas o ancestrales de la familia. El género representante
es Pereskia (Leuenberger, 1986 y Anderson, 2001).

La subfamilia Maihuenoideae la representan los arbustos rastreros con
metabolismo C; solamente, tienen ramas cortas de forma globosa con hojas

pequefias cilindricas y persistentes, presenta tres espinas por areola. Sus flores

son terminales y solitarias. Su distribucidon se restringe a Argentina y Chile. El
género representante es Maihuenia (Anderson, 2001).

La subfamilia Opuntioideae la representan plantas con diversos habitos de vida
y se caracterizan por tener ramas aplanadas o cladodios. Presentan gloquidas y
espinacion diversa. Tienen metabolismo CAM. Las flores estan dispuestas de forma

lateral, son sésiles, solitarias y diurnas. Se distribuyen en todo el continente desde



Canada y se acercan al sur de América. Los géneros mas importantes que la
representan son: Cylindropuntia, Grusonia, Opuntia, Pereskiopsis, Tunifla
(Anderson, 2001).

La subfamilia Cactoideae la representan plantas de habitos muy variables, sus
ramas no se segmentan y son globosas o columnares, presentan tubérculos
segmentados con zonas reproductivas diferenciadas y no diferenciadas. Presentan
metabolismo CAM. Las flores son sésiles, diurnas o nocturnas y presentan tubos
florales de cortos a alargados. Solo una especie, RhAjpsalis vaccifera se encuentra
en Madagascar y las demas especies se distribuyen en todo el continente
americano desde Canada hasta América del Sur. Esta subfamilia se divide en 9
tribus ( Anderson, 2001).

Tribu Calymmanthea; su género representante es Calymanthium, Tribu
Hylocereeae; sus géneros mas importantes son: Epiphyllum, Hylocereus,
Pseudorhipsalis; Tribu Cereeae; sus géneros mas importantes son: Cereus,
Melocactus, Tribu Trichocereeae; sus géneros mas importantes son:
Arthocereus, Brachycereus, Echinopsis, Rebutia, Tribu Notocacteae; su género
mas importante es: Austrocactus, Tribu Rhipsalideae; su género mas importante
es: Rhipsalis; Tribu Browningieae: su género mas importante es: Browningia,
Tribu Pachycereeae; sus géneros mas importantes son: Acanthocereus,
Carnegiea, Cephalocereus, Echinocereus, Escontria, Pachycereus, Polaskia,
Stenocereus, Tribu Cacteae; sus géneros mas importantes son: Ariocarpus,
Astrophytum, Coryphanta, Echinocactus, Ferocactus, Lophophora, Mammillaria,

Obregonia, Stenocactus y Strombocactus.

Anatomia de las plantas

Diversas caracteristicas anatomicas describen a la familia Cactaceae,
peculiaridades como su estructura crasa, la reduccidén de las hojas, la hipertrofia
del peciolo hasta su transformacidon en un podario o tubérculo, la modificacién de
las yemas axilares hasta su conformacion en areolas, la espinacion diversa y el

metabolismo de tipo acido crasulaceo (CAM) hacen muy distintivas a estas plantas.



A su vez presentan formas y dimensiones muy variadas como: las “globosas”, las
“columnares” los “candelabros gigantes” y los “nopales”(con tallo aplanado) que
van desde los 5 mm de didmetro en adelante y pueden alcanzar los 20 m de
altura. A su vez presentan diferentes formas de vida como: plantas rastreras,
arbustos cilindricos y con tallos aplanados, arboreos y epifitas. Las flores son
hermafroditas, de coloracion brillante que va del rojo al purpura, excepto azul y
tienen el ovario incluido en el receptaculo. El fruto es una baya jugosa (tuna,
pitaya, garambullo, xoconostle o chilito) que a veces esta cubierta por areolas y
espinas (Sheinvar, 1995; Bravo-Hollis, 1997; Bravo-Hollis y Arreola, 1997).

Las cactaceas constituyen elementos dominantes de la vegetacion, en
particular las especies que habitan en zonas aridas y semi-aridas, formando
bosques de altas densidades. En estos ambientes extremos, donde las cactaceas
dominan el escenario, las etapas criticas en su larga vida la componen la
produccién de semillas, su dispersion y el establecimiento de nuevos individuos lo
cual implica la germinacion de la semilla en el suelo y su sobrevivencia durante los
primeros afios de vida. Aun cuando las flores de los cactos son hermafroditas, la
mayoria de las veces son incapaces de autofecundarse y se debe a algln
mecanismo de autoincompatibilidad o maduracion de los dérganos sexuales a
diferentes tiempos. Esto requiere de la transportacién de los granos de polen de la
flor de una planta al gineceo de otra, por ello el papel de los animales
polinizadores es crucial para explicar, al menos en parte, el éxito reproductivo de
estas plantas en la naturaleza (Bravo-Hollis, 1978; Valiente-Banuet y Del Coro,
1997).

Reproduccidn

Un paso importante en la reproduccidon de las plantas es la polinizaciéon y en
casi todos los casos la planta ofrece una recompensa energética por la produccion
de néctar y polen, ademas de tener un gran atractivo visual, que son recursos

utilizados por un gran ndmero de organismos (Endress, 1994; Valiente-Banuet y



Del Coro, 1997). Muchas especies de la familia Cactaceae generan flores
nocturnas, tubulares, fuertes, de color blanco y olor desagradable, tipicas para
atraer animales como los murciélagos que, ayudados por su gran olfato,
introducen su cabeza a la flor para obtener el néctar y el polen (Valiente-Banuet,
et al,, 1996 y 1997). De entre las 70 especies de cactaceas columnares mexicanas
el 69% son polinizadas por murciélagos. Otras, también noctambulas, que
representan el 6% de las cactaceas columnares en México, producen flores
tubulares con corolas largas, delicadas y que producen altas cantidades de néctar
y polen, por lo que son visitadas por mariposas nocturnas que poseen una lengua
larga, tienen la capacidad de revolotear y de reconocer ciertos colores en la
obscuridad como el blanco, ademas de percibir olores a grandes distancias (Otero-
Arnaiz et al, 2003). El 16.6% de las cactaceas columnares presentan flores
polinizadas por colibries, éste grupo reducido de cactaceas produce flores diurnas,
de color rojo o de colores llamativos con corolas tubulares e inodoras, preferidas
por los colibries que son aves nectarivoras y necesitan néctar con altas
concentraciones de azlcares, presentan un pico largo y afilado asi como lengua

larga y protactil (Valiente-Banuet y Del Coro, 1997).

Biologia de Nectarios

Para la atraccién de los polinizadores y otras interacciones con organismos,
que son nhecesarias para la supervivencia de las plantas, existen muchas
substancias que son eliminadas del citoplasma de las células de las plantas, por
ejemplo el néctar, que desempefian un papel importante en la biologia del
desarrollo. Por esto, es importante entender en dichas plantas, la forma en que
las substancias salen de la célula, como el ser exudadas en una vacuola fuera del
protoplasto, ademas de definir el propdsito de su eliminacién. (Baker y Baker,
1983b ; Bentley, 1977 ; Blom y Clark, 1980 ; Davidson y Epstein, 1989 ;
Weberling, 1992; Endress, 1994 )



Secrecién

A principios del siglo XX las definiciones que distinguen los conceptos como
excrecidn y secrecion fueron adoptadas por los botanicos, tomando los términos de
la fisiologia animal. Las excreciones se definieron como productos que contienen
catabolitos eliminados (orina) y las secreciones como substancias que intervienen
en una funcidon especifica (jugos gastricos). Para las plantas, la funcién de
excrecion no se lleva a cabo de la misma forma. Por ejemplo, la resina es
considerada una excrecion, sin embargo se sintetiza por las células de los
conductos resiniferos y su tasa de produccion no se relaciona al cambio metabdlico
general ( Fahn, 1979a).

En las plantas, basandose en procesos metabdlicos, se hace una distincidn
entre excrecion, secrecion y recrecion. Se considera a la excrecion como el
proceso de eliminaciéon de “compuestos del metabolismo secundario”; la
secrecion como la eliminacidon de productos de asimilacion sin entrar a procesos
catabodlicos y, a la recrecion como la eliminacién de sales, proceso que regula el

contenido de iones en las células (Frey-Wyssling, 1972).

Otras definiciones acerca de la secrecion en plantas ain presentan problemas
como es el caso del néctar, que cuando es secretado en la flor y atrae al
polinizador, existe una interaccidn beneficiosa para ambos. Sin embargo, en
helechos la funcion del néctar secretado por los nectarios extraflorales, el agente
de interaccion entre la planta y su medio no queda claro. Aunque las dos
secreciones tuvieron origen en una glandula secretora, la funcién es diferente, asi
como su relacion con el medio. La definicion que se utilizara en éste trabajo para
secrecion es: la eliminacién de todo tipo de substancias que no son almacenadas
para removilizacién, pero que seran el punto de partida para futuros proceso

metabolicos.



Estructuras Secretoras

Las estructuras secretoras pueden originarse de diferentes tejidos
meristematicos y pueden ser clasificadas como un tipo de tejido particular solo
desde el punto de vista funcional, ya que hay diferentes estructuras secretoras que
pueden estar presentes en todos los 6rganos de las plantas o pueden estar
confinados a solo algunos de ellos, incluso diferentes tipos de estructuras
secretoras se presentan en diferentes partes de una misma planta. La formacion
de pared, cutinizacidon, cuticularizacién, suberizacién, depdsito de ceras y otros
procesos de depositacién en la pared celular o en vacuolas, son ejemplos de
procesos de secrecidn que ocurren en las células de las plantas o en ciertos
tejidos, como en la epidermis. También son secreciones las substancias que salen
de las células como los terpenos, que pueden ser secretados por ductos que se
desarrollan de un meristemo primario o del cambium, o por tricomas que se

originan de la protodemis.

La clasificacion anatdmica de las estructuras secretoras enfrenta dificultades.
En 1918 (citado por Fahn, 1979a) se hizo una distincién entre drganos
secretores y reservorios excretores. En los drganos secretores la
substancia secretada es exudada por las células secretoras directamente al exterior
de la planta o en espacios intercelulares dentro del organismo. Los organos
reservorios, almacenan ya sea los precursores o el producto del metabolismo.
Las substancias excretadas pueden ser de considerable importancia ecoldgica, asi

como agentes de proteccién contra animales.

Metcafe y Chalk (1950) realizan una distincién entre varios tipos de pelos
secretores: pelos glandulares, pelos urticantes, glandulas aperladas, pelos
|laticiferos, pelos mucilaginosos o de mucilago, glandulas de sal, glandulas de cal y

estructuras secretoras internas, estas Ultimas se dividen en: 1) células, 2) sacos o



cavidades, 3) canales. Cada una de estas estructuras internas se subdividen de

acuerdo a las substancias que secretan.

Estructuras similares pueden producir diferentes tipos de substancias o la
misma estructura puede secretar dos tipos diferentes de compuestos. Por otra
parte, compuestos similares pueden ser secretados por estructuras diferentes. Por
ésto existen diferentes tipos de secrecién de acuerdo al lugar donde se depositan

las substancias y del tipo de substancias que secretan.

La eliminacién de substancias secretadas en compartimentos rodeados por
membrana al interior de la membrana plasmatica se conocen como secreciones
intracelulares y la descarga de substancias secretadas al exterior de la célula,
como secreciones extracelulares. En el caso de la secrecidon extracelular, las
substancias producidas pueden acumularse entre la pared celular y la cuticula de la
epidermis, ademas, se hace una diferencia entre secrecion enddgena vy
secrecion exdgena. La secrecion endogena se caracteriza por la acumulacion
de substancias en espacios intercelulares, que normalmente no salen de Ila
planta, a excepcion de substancias volatiles que puedan difundirse. La secrecion
exodgena ocurre en varios tipos de células secretoras epidérmicas, esta descarga
de substancias al exterior puede ser directa 0 en muchos casos hacia un espacio
subcuticular. Posteriormente, se hizo una distincion adicional de las secreciones
del tipo extracelular. En la secrecidon endo-exdgena, se incluyen los casos en
los que la substancia secretora se elimina de manera enddgena, pero con arreglos
especiales que le permiten a la substancia llegar al exterior de la planta.

Existen diferentes formas de secrecion que explican la forma en que las
substancias son producidas: Secrecion holocrina en ella las substancias se
liberan cuando las células secretoras se desintegran. Secrecion merocrina en
ésta las substancias son eliminadas del citoplasma sin que la célula se destruya, a
su vez, este tipo de secrecion presenta dos patrones, donde las substancias pasan

a través de la membrana plasmatica (o tonoplasto) directamente como resultado



del gradiente de concentracién o por un proceso activo, y se denomina secrecion
écrina, y al proceso en el que las substancias se encuentran en vesiculas que se
fusionan con la membrana plasmatica (o tonoplasto) y son liberadas al espacio

extracelular se denomina secrecion granuldcrina. Por lo tanto, a las células que

realizan la funcidn de secrecion de substancias del citoplasma se les llama células

secretoras (Fahn, 1979a).

Nectarios

Los azUcares se secretan al exterior de la planta mediante de los nectarios y
Helder (1958) se refiere a ellos como: “un aspecto especial de los fenomenos

generales de la pérdida de substancias por los tejidos y células de las plantas.”

Los nectarios se definen como tejidos glandulares que secretan fluidos que
contienen agua, azUcares (sacarosa, maltosa, rafinosa, fructosa, glucosa,
arabinosa) en diferentes concentraciones, ademas contienen proteinas,
aminoacidos y otras substancias organicas (Baker y Baker, 1973a ; Weberling,
1992; Endress, 1994; Bernardello et al., 2000)

Los nectarios no estan necesariamente asociados a las flores, también pueden
encontrarse en ramas y hojas u otros dérganos vegetativos. No solamente se
encuentran en angiospermas, también se presentan en algunos helechos
(Angiopteris, Cyathea, Hamitelia, Platycerium, Pteridium). Dentro de un contexto
evolutivo, su papel principal es fisioldgico ya que con éste mecanismo de secrecion
se eliminan substancias poco funcionales para la planta y que a su vez con el
tiempo, la adaptaron como funcidn secundaria para diferentes actividades
ecolodgicas (Darwin, 1877; Bonnier, 1879; Weberling, 1992).



Los nectarios por su posicion en la planta son clasificados en “Florales y
Extraflorales” (si estan situados en odrganos florales, o no) 6 también en
“Reproductivos y No Reproductivos” o “Nupciales o Extranupciales” si estan o no

relacionados con la biologia de la polinizacién (Delpino, 1873; Fahn, 1988).

Nectarios por
posicidn en la

planta
xtraflorales
Reproductivos
o Nupciales
Nectarios

relacionados con
la biologia de la
polinizacién

No reproductivos
o Extranupciales

Desde una perspectiva histoldgica se describen tres clases de nectarios: 1)
Mesofilares, en los que el tejido vascular y el parénquima asociado, son
glandulares y la secrecion tiene lugar en sitios llamados aberturas nectariales, que
son estomas que perdieron su funcién de cerrarse y solamente al final de la fase
secretora parecen cerrarse, son mMas comunes en nectarios de disco vy

aparentemente evolucionaron de los hidatodos. 2) Epiteliares, en los que el tejido



glandular esta formado por un parénquima en empalizada rico en citoplasma con
nlcleos grandes e incluso presentan varias capas subepidérmicas diferenciadas en
glandulas, se encuentran con mayor frecuencia en nectarios extraflorales, en
nectarios septales de las flores de monocotileddneas, en nectarios especializados y
complejos de las Asclepias, en la superficie dorsal de los tépalos de las flores de la
familia Nepenthaceae, o en la parte interna de los tépalos como en la familia
Annonaceae, también son comunes en nectarios extraflorales pero nupciales de
Euphorbia. 3)Tricomaticos, que constan de una epidermis secretora o tricomas y
tejido nectarifero diferenciado debajo de éstos que pueden ocupar regiones
delimitadas de capas superficiales de varios drganos de la planta, y aunque son
relativamente raros son caracteristicos de las Malvales y Dipsacales, se encuentran
en la parte adaxial de los sépalos. Estos presentan en la parte inferior del céliz
haces vasculares ricos en floema que se ramifican a lo largo del tejido secretor y
finalmente la epidermis del tejido se diferencia en tricomas. También se
encuentran en Periplocoideae (Asclepiadaceae) y en algunas Scrophulariaceae,

Cucurbitaceae y en Avicennia. (Zandonella, 1967; Fahn, 1969; Endress, 1994)

Mesofilares
Nectarios desde
una perspectiva
histologica Epiteliares

Tricomaticos

Existen mezclas entre estos tipos, como la presencia del nectario del tipo 1 en
las flores y nectario del tipo 2 en partes vegetativas de la misma planta como en
Passiflora, Thunbergia (Acanthaceae) e Ixonanthes (Ixonanthaceae) también se

encuentran los nectarios de tipo 1 y 2 entremezclados en el mismo lugar, como en



los nectarios de espuela de Tropaelum majus. También existen mezclas entre los
nectarios del tipo 2 y 3 que constan de una epidermis apical, multicelular y con
tricomas cortos que forman un disco, se presentan por ejemplo en el caliz de

Thunbergia (Acanthaceae) y en Bigoniaceae (Endress, 1994).

Al tejido que constituye el nectario se le denomina tejido nectarifero. Este
tejido estd constituido por una epidermis con o sin tricomas y un tejido
parenquimatoso especializado. Este parénquima estd compuesto por células
pequefas con paredes delgadas, nlcleo relativamente grande, citoplasma denso,
con pequefos plastos que pueden contener almidon que es usado durante la
produccién del néctar. Dichas células pueden realizar fotosintesis y ser capaces de
generar y proveer materiales base para la produccion del néctar o bien éste tejido
puede ser de reserva y almacenar almidon principalmente.(Fahn, 1952, 1974;
Bonnier, 1879; Endress, 1994; Vesprini et al., 1999).

Ultraestructura de Tejidos Nectariferos

El tejido secretor en la pared externa de la epidermis del epitelio secretor esta
usualmente cubierto de cuticula, también tiene un numero elevado de
plasmodesmos que las mantienen en comunicacion con las células vecinas.

En cuanto a las caracteristicas ultraestructurales que poseen las células
secretoras son: un volumen relativamente grande, la membrana plasmatica esta
altamente plegada, su citoplasma es usualmente denso y rico en ribosomas y en
muchos casos con estructuras multivesiculares en la pared celular y en regiones
con pliegues de la membrana plasmatica. Las vesiculas parecen estar en contacto
con la membrana plasmatica y conforme se lleva a cabo el crecimiento de las
células hacia el estado secretor el volumen de las vesiculas incrementa, las
vesiculas varian en numero y la mayoria contiene granos de almidén. El reticulo
endoplasmico puede estar muy desarrollado y es principalmente rugoso, pero en el

estado secretor puede convertirse a parcialmente liso. El aparato de Golgi esta



bien desarrollado y la mayoria de las mitocondrias estan agregadas en complejos
(Christ y Schnepf, 1985; Fahn y Rachnilevits, 1970; Fahn, 1979 ay b)

Nectarios Florales

Los nectarios florales no estan necesariamente asociados a una sola parte de
la flor, pueden encontrarse en sépalos, pétalos, estambres, receptaculo, ovario y
estilo. Los nectarios pueden presentarse en diferentes regiones de estos érganos.
En la superficie externa o interna de los sépalos (7hunbergia, Acanthaceae,
Malvaceae), en la superficie interna de los pétalos (Gloriosa, Liliaceae, Halesia,
Styracaceae, Triuridaceae), en los estambres (Lauraceae) y en el carpelo, en los
que se encuentran los nectarios del ovario y se presentan en la superficie del
ovario (Limnocharis) o hundidos en el ovario (nectarios septales de
monocotiledoneas como en Chamaedorea elegans). Los nectarios estilares pueden
presentarse en la base del estilo ( como en especies de Umbelliferae y
Compositae), o en el estigma (como en Arum y Asclepias). Los nectarios
estaminales pueden estar presentes en los filamentos (como en Laurus vy
Dianthus), o en las anteras (como en algumas especies de Mimosaceae, Myrtaceae
y Pedaliaceae) (Fahn, 1953, 1979 a; Chaturvedi y Bahadur, 1985; Rivas, 1995;
Weberling, 1992; Endress, 1994).

Los nectairos

, - florales se \
Sépalos encuentran en

CONCDENGTT



Existen ciertos patrones sistematicos entre los que destacan los nectarios de
“disco”, que evolutivamente se encuentran en los niveles medio y superior en la
evolucién de las dicotiledéneas Estos se sittian principalmente en la base de la flor
entre el androceo y el gineceo, formando un anillo conspicuo como en Phyllanthus
hypospodius (Euphorbiaceae) que en la flor masculina presenta un disco entre los
pétalos y los estambres, o en Mangifera indica (Anacardiaceae), que presenta en
las flores bisexuales un nectario de disco entre los pétalos. Otro patron secretor
que destaca es el de los nectarios “septales”, caracteristico de las
monocotiledéneas, son los mas complicados, en éstos el tejido secretor se
diferencia en los séptos después de la fusién de los carpelos, este tipo nectarios
presenta un sistema de canales que van hacia la superficie del ovario a un cierto
nivel. (Fahn, 1953, 1979 a; Rivas, 1995; Weberling, 1992, Endress, 1994).

Patrones Sistematicos
en Nectarios Florales

Septales

Los nectarios pueden tener una conexion especial con el tejido vascular,
principalmente con el floema, que esta relativamente bien desarrollado comparado
con el tejido vascular de otras estructuras florales, o bien pueden sélo asociarse
al sistema vascular del 6rgano al que pertenecen y que ya esta establecido. Para
los nectarios en general, en los que la concentracidon de azlcares en la secrecion
disminuye se debe a que existe una mayor proporcion de xilema, de igual manera
la concentracidon de azucar incrementa si existe una mayor proporcion de floema.
(Fahn, 1988 ; Fahn, 1979a; Weberling, 1992; Endress, 1994)



El néctar puede ser liberado del nectario directamente al exterior por
diferentes vias y algunas estan relacionadas con la anatomia del tejido nectarifero.
Las formas mas comunes de liberacion del néctar son: 1) Por medio de estomas en
la epidermis; 2) Por una cuticula permeable; 3) Mediante poros en la cuticula; 4)
Después de la ruptura de la cuticula debido a la presidon del néctar; la secrecion es
en general écrina o granuldcrina. Algunas flores que producen una gran cantidad
de néctar presentan compartimentos especiales para almacenarlo, éstas
estructuras se encuentran en la base del tubo floral en flores simpétalas. La misma
caracteristica de almacén se produce en pétalos libres que presentan dobleces o
curvaturas en las orillas (Quassia amara, Simaroubaceae, o Malvaviscus arboreus,
Malvaceae) (Fahn, 1988 ; Fahn, 1979a; Weberling, 1992, Endress, 1994)

Composicion Quimica del Néctar en Nectarios Florales

De acuerdo a los estudios en diferentes plantas, el néctar es una secrecidn
comunmente constituida por agua y azlcares (como: sacarosa, glucosa y fructosa,
ademas de oligosacaridos, maltosa, rafinosa o melobiosa) mucilago, aminoacidos,
proteinas, acidos organicos (como el acido ascorbico que actta como
antioxidante), lipidos, iones minerales, fosfatos, vitaminas, transglucosidasas,
transfructosidasas, oxidasas y tirosinasas, alcaloides, substancias fenodlicas y
glicosidos (Fahn, 1949; Helder, 1958; Baker y Baker, 1973 a,b y 1983 a; Endress,
1994).

De acuerdo a la relacion cuantitativa entre la sacarosa y la glucosa-fructosa
del néctar existen tres tipos de néctar: 1) dominante en sacarosa; 2) dominante en
glucosa-fructosa; 3) igual proporcion de sacarosa/glucosa-fructosa. La relacion
entre los diferentes azlicares es constante dentro de una especie, puede variar
mucho entre especies, y mucho mas entre especies muy cercanas, se ha
observado que ademas existe una correlacion entre flores tubulares y la riqueza en
sacarosa, asi como la tendencia en flores con forma de copa de producir néctar
rico en hexosas. (Fahn, 1949; Baker, 1983 a,b; Bahadur et a/ 1986; Fahn, 1998)



El origen del néctar que se secreta proviene del floema. El pre-néctar se
mueve a lo largo de los elementos de tubo criboso hacia las células del tejido
nectarifero y su composiciéon puede ser modificada por el tejido debido a la
actividad enzimatica y el proceso de reabsorcién (Fahn, 1979b, 1988; Endress,
1994). Un ejemplo del cambio que ocurre en el pre-néctar es la diferencia en la
composicion de la savia elaborada del floema y el néctar que se secreta en los
nectarios extraflorales de Ricinus communis, tal y como lo demostré Baker y
Thorpe (1978).

El contenido y la concentracién de los diversos componentes del néctar
difieren y corresponden directamente a los requerimientos del polinizador, como
en el caso de los insectos que utilizan principalmente a los aminoacidos del néctar
como fuente de proteinas. Las caracteristicas que presenta el néctar ademas de
estar asociadas al polinizador, estan asociadas con la forma de las flores, por
ejemplo las flores de copa pueden presentar bajas concentraciones de azlcares,
con lo que disminuye la viscosidad del néctar, ésta caracteristica favorece a los
lepiddpteros principalmente y colibries que presentan partes bucales largas y
delgadas y que utilizan solo unos segundos para tomar el néctar.

Estas relaciones entre néctar, flores y polinizadores se explica con su historia
evolutiva, por ejemplo: el néctar de las flores que son visitadas por colibries (flores
de colibries) presenta altas concentraciones de sacarosa y hexosa, a diferencia del
néctar de las flores visitadas por otras aves (flores de aves) que presentan los
mismos componentes pero en bajas concentraciones, esto se debe a que las flores
de colibries comin mente derivan de flores de abejas y tienen la caracteristica de

presentar néctar rico en sacarosa.

Debido a la gran diversidad de flores y sus asociaciones con los polinizadores,
existe una gran cantidad de compuestos que se han encontrado en el néctar
(Baker y Baker, 1983 b; Endress, 1994)



Nectarios Extraflorales

Los nectarios extraflorales son los mas comunes en las plantas y en mayor
proporcion en las dicotiledoneas que en las monocotiledoneas. Zimmermann
(1932, tomado de Fahn, 1979a) publicd un trabajo muy completo de nectarios
extraflorales en angiospermas, y presenta una clasificacién basandose en un gran

numero de especies.

Clasificacion Topografica de los Nectarios Florales

Basado en la tendencia acrocentripétala (de los tépalos al estilo) de la posicién
del nectario en la flor y considerado tanto la forma y posicién de los nectarios en
la flor como caracteres taxondmicos y filogenéticos se propone una clasificacion
topografica general de los nectarios, clasificacion que fue utilizada en el presente
trabajo para clasificar los nectarios florales de las especies aqui estudiadas (Fahn,
1953; Fahn, 1979 a)

1. Nectarios perigonales

a. En tépalos (sépalos o pétalos) ( Ranunculaceae; Malvaceae;
Liliaceae)

b. En espinas ( Geraniaceae)

C. En pétalos reducidos y modificados ( Ranunculaceae ---
Garidella)

2. Nectarios estaminales

a. En los filamentos (Papilionaceae --- Medicago)

b. Anteras transformadas

C. Apéndices conectivos

3. Nectarios en receptaculos
a. Entre los sépalos y los pétalos (Capparidaceae --- Capparis;)

b. Entre los sépalos y los estambres (Passifloraceae --- Passiflora)



C. Disco entre los tépalos y el ovario
d. Entre la base de los estambres
e. Entre los estambres y el ovario (Papilionaceae --- Phaseolus,
Vicia; Rosaceae --- Prunus,; Cactaceae --- Pereskia)
f. En una cavidad tubular ( Bauhinia purpurea)
4. Nectarios como disco alrededor de la base del ovario (Convolvulaceae ---
Ipomoea;, Labiatae --- Mentha, Origanum, Rosmarinus, Salvia; ).

5. Nectarios en el ovario

a. En toda la superficie del ovario
b. Carpelos transformados a nectarios
C. Nectario septal. Nectario localizado en el septo del ovario (el

tejido glandular pertenece a la superficie de los carpelos. Los
nectarios septales se encuentran restringidos a monocotileddneas

6. Nectarios estilares

a. En la base del estilo (Compositae --- Calendula, Senecio,)
7. Nectarios en el estigma (Asclepiadaceae --- Asclepias)
8. Varios nectarios en una flor. En algunas especies, los nectarios pueden
presentarse en la misma flor en mas de un solo érgano.
9. nectarios de disco sobre el ovario infero (Myrtaceae --- Eucalyptus;

Cucurbitaceae --- Cucumis, Cucurbita; Campanulaceae --- Campanula)

Nectarios en la Familia Cactaceae

En las cactaceas se presentan dos tipos de nectarios: 1) NECTARIOS
EXTRAFLORALES; Varian tanto en clase como en la parte de la planta en que se
encuentran, ya que se pueden localizar en diferentes partes como en hojas,
ramas, peciolos, estipulas e inclusive fuera de la flor. Son los mas estudiados
debido a las interacciones que presenta con diversos organismos. Este tipo de
nectarios se encuentra en por lo menos 68 familias de plantas con flores y son

estructuralmente muy diversos. En la familia Cactaceae. A excepcién de los



saguaros (Cereus giganteus), los nectarios extraflorales en las cactaceas son del
mismo tipo y probablemente evolucionaron mas de una vez, son llamados
“nectarios de espinas”, que son espinas o gléquidas modificadas que producen una
yema axilar especializada como areolas. La secrecidon del néctar extrafloral puede
ser estacional y solamente ocurre en tejido con crecimiento activo (Opuntia
phaecantha) o producirse todo el ano (Ferocactus wislizenii) (Blom y Clark, 1980;
Elias, 1983; Sullender, 1998).

Las cactaceas pertenecen a ambientes xéricos, sujetos a estrés hidrico gran
parte del afo y el evitar la pérdida de agua representa una fuerte presion de
seleccion para las plantas, de esta manera se supone que la produccion de néctar
tanto floral como extrafloral es un proceso costoso y la funcién de produccién de
néctar debe ser efectiva, es decir, que no impliqgue un gasto innecesario para la
planta. Para explicar la secrecion de néctar extrafloral en cactaceas se proponen 3
hipotesis:

1) Eliminar el exceso de azlicares que se acumulan cuando se conducen
diversos materiales que no son azlcares a lo largo del floema y se dirigen a
organos de la planta en desarrollo, aunque Baker y Thorpe (1978) no estan de
acuerdo en que la secrecién forme parte de un proceso fisioldgico de la planta.

2) Defensa de la planta, los nectarios extraflorales atraen principalmente a
hormigas que consumen insectos herbivoros y depredadores de semillas,
reduciendo el daino vegetativo y disminuyendo la pérdida de semillas.

3) Aporte de nutrientes, basada en el hecho de que las colonias de hormigas
atraidas por la presencia de nectarios extraflorales, acumulan materiales en sitios
cercanos a sus nidos y sean alimentos y/ o productos de la defecacion (Frey-
Wyssling, 1955; Helder, 1958; Mound, 1962; Milburn, 1975; Bentley, 1977;
Tilman, 1978; Barton, 1986; Davidson y Epstein, 1989; Del-Claro et al, 1996;
Joilet, 1996; Wagner, 1997)



2) NECTARIOS FLORALES. Los estudios que se relacionan con los nectarios florales
fundamentalmente se refieren al papel que juegan estos en la biologia de la
polinizacion y las interacciones que ocurren entre la flor y el polinizador. En
realidad poco se conoce de la posicidn y estructura de los nectarios florales,
exceptuando una mencién para la subfamilia Pereskioideae donde Boke (1963)
menciona que el nectario en la flor de Perekia pititache “es pequeno y surge en la
base interna de los filamentos de las anteras y que toma la forma de un anillo de
tejido secretor alrededor de la base del gineceo”. Ademas solamente la subfamilia
Pereskioideae esta descrita en la clasificacion de nectarios florales que Fahn (1979
a) propone, y estan clasificados como (3.e) nectarios que se encuentran en

receptaculos entre los estambres y el ovario.



Objetivos

Objetivo General

Localizar y determinar la estructura y caracteristicas ultraestructurales e
histoquimicas de los nectarios en representantes de 3 subfamilias de la familia

Cactaceae

Objetivos Particulares

e Determinar la posicion y forma del nectario de las especies bajo estudio:
Pereskia lychnidiflora DeCandolle, 1828 (Subfam. Pereskioideae), Opuntia

tomentosa Salm-Dyck, 1826 (Subfam. Opuntioideae) y Mammillaria san-

angelensis Sanchez — Mejorada, 1981 (Subfam. Cactoideae).

e Comparar la estructura y morfologia del nectario.

e Determinar cualitativamente su composicion histoquimica.

e Estudiar la ultraestructura de las células del tejido secretor.



Método

Zona de Colecta

a) Pereskia lychnidiflora, DeCandolle, 1828 (Subfam. Pereskioideae):

Las localidades de colecta fueron 1) Guiengola, ubicada a 10 Km. de Santo
Domingo Tehuantepec y 2) Playa Cangrejo, perteneciente al Morro de Mazatan, a
26 Km. de Salina Cruz, Oaxaca (Mapa 1). Se localiza en la regiéon de Tehuantepec,
Oax., entre los 15°59'- 16°48’ de latitud norte y 94°04' — 95°52’ de longitud oeste,
que corresponde al Distrito de Tehuantepec (Mapa 1)(INEGI, 1988). Esta
integrada en gran parte por la porcién semiarida del Istmo de Tehuantepec con
elevaciones entre 0—1100 msnm y una porcion montanosa de la Sierra de Oaxaca
y la Sierra Madre del Sur, en donde los rangos altitudinales oscilan entre 500-
1800m. Los principales rios que la irrigan son: hacia el occidente, los rios Grande y

el Tequisistlan ( Torres et al., 1997).

Los climas dominantes pertenecen a los tipos Awo” (w) ig, denominados por
Garcia (1981) como climas calientes, también estan presentes los climas tropicales
lluviosos (A) (C(w") (w) (i) g, caracteristicos de zonas montafiosas. Las
temperaturas oscilan entre los 28.9 y los 28.3°C. La precipitacion pluvial varia de

los 677.7 a 1409.0 mm, los meses mas lluviosos son de junio a septiembre (INEGI,



1988). El tipo de vegetacion en la zona de colecta es bosque tropical caducifolio
(Rzedowski, 1978).

b) Opuntia tomentosa Salm-Dyck, 1826 (Subfam. Opuntioideae):

La colecta se llevd a cabo en la zona arida del Jardin Botanico del Instituto de
Biologia de la UNAM, México, D. F. (Mapa2). El jardin botanico se encuentra
establecido sobre un area del Pedregal de San Angel, que tuvo su origen hace
2500 afios aproximadamente, cuando el complejo volcanico del Xitle hizo
erupcion. La zona tiene una altitud de 2,320 msnm y el clima es templado con
lluvias en verano. Sus caracteristicas conforman un paisaje Unico dentro del valle
de México (Hernandez et a/., 1990).

c) Mammillaria san-angelensis Sanchez- Mejorada, 1981 (Subfam. Cactoideae)

Las flores utilizadas en esta investigacion se colectaron de individuos que se
encuentran dentro de la casa de cristal y la casa de sombra del Jardin Botanico del
Instituto de Biologia de la UNAM, México, D. F. (Mapa 2). Estas plantas se
obtuvieron de plantas regeneradas a partir de cultivo de tejidos “in vitro”.
(Martinez y Rublo, 1989)

Colecta del material bioldgico

Para la colecta de botones florales de Pereskia lychnidiflora en estadios de
preantesis y flores en antesis se realizaron dos salidas al campo: del 27 al 29 de
septiembre del 2000 y del 5 al 8 de julio del 2001.



Para la colecta de los botones florales tanto de Opuntia tomentosa, como de
Mammillaria san-angelensis, se realizaron varias salidas al Jardin Botanico en las

primeras semanas de Febrero del 2002.

Fijacion

El material bioldgico se fijé en dos fijadores:

1) FAA: las flores completas se fijaron en una mezcla de etanol 96%,
formaldehido, acido acético y agua en una proporcién de 50:10:5:35, a
temperatura ambiente (Lépez et al., 1998) .

2) Glutaraldehido- Paraformaldehido 3:1.5 + Sacarosa: Se realizd la

diseccion de la zona en la flor en la cual se localiza el tejido secretor y se
fij6 en Glutaraldehido-Paraformaldehido con un amortiguador de S-
Collidina + Sacarosa 0.1 M a un pH de 7.2 y a una temperatura
aproximada de 3°C durante 6 horas. Posteriormente, el material se
enjuagd con amortiguador de S- Collidina 0.05M con sacarosa al 0.08%

y se conservo a temperatura ambiente hasta llegar al laboratorio.

Inclusion

Se utilizaron dos técnicas de inclusion:

I. Inclusion en paraplast

El material fijado previamente en FAA se clasificd en flores en pre-antesis y
flores en antesis, se lavd con agua corriente para extraer el fijador,

posteriormente  se disectaron hasta obtener trozos de tejido de tamafo



aproximado de 1 cm. Se deshidrataron en alcohol etilico a diferentes
concentraciones, 30%, 50%, 70%, 85%, 96%, dos cambios en 100% y una
mezcla de alcohol-xilol en proporcion 1:1 con tiempos de 3 horas por cada cambio.
Para la infiltracion del tejido se pasaron a una mezcla de xilol-paraplast en
proporcion 1:1 por 24 horas y finalmente se colocaron en paraplast puro por 24
horas a una temperatura de 56°C. Se incluyeron las muestras orientadas en

moldes cubicos y se dejaron endurecer a temperatura ambiente (Johansen, 1940).

El material ya incluido se cortd de 5 a 10um de grosor en un microtomo de
rotacién. Una parte se tind con safranina-verde rapido en metilcelosolve, la otra

parte se usé para realizar las pruebas histoquimicas.

a) Tincion

La tincion doble safranina-verde rapido aplicada a los cortes se utilizd para
ubicar el tejido secretor en la estructura floral de cada especie ya que esta tincion

de contraste permite distinguir estructuras facilitando su interpretacion.

Los cortes que se obtuvieron del material en paraplast se desparafinaron
durante 20 minutos en la estufa a 56°C, inmediatamente se pasaron por tres
cambios de xilol, después por una solucion de alcohol etilico 100%-xilol en
proporcién 1:1 y se hidrataron en alcoholes graduales 100% y 96% (durante tres
minutos cada uno). Posteriormente los cortes se sumergieron en safranina al 1%
en metilcelosolve en alcohol 96% por 24 horas. Después de las 24 horas en
safranina, cada portaobjetos con los cortes se lavd con agua corriente para
eliminar el exceso del colorante. El tejido se libera del exceso de safranina y se
deshidrata simultaneamente aplicando alcohol 96% mas acido picrico y después se
lava con alcohol 96% mas amoniaco, esto detiene la accion del acido picrico. A
continuacion se deshidrata en alcohol absoluto para después contrastar con verde

rapido en metilcelosolve, se lava con aceite de clavo con una mezcla de alcohol



absoluto y xilol, por Ultimo se aclara mas lavandose con xilol, finalmente los

cubreobjetos se montan con balsamo de Canada 6 Resina (LApez et al., 1998)

b) Pruebas histoquimicas

Las pruebas histoquimicas se aplicaron para identificar y localizar substancias

especificas dentro de las células del tejido secretor.

Para localizar proteinas se aplico la prueba de azul negro de naftol OH
96% (ANN): los portaobjetos con los cortes se desparafinaron durante 20
minutos en la estufa a 56°C y se hidrataron hasta alcohol 96%, se les aplico azul
negro de naftol por 5 minutos y se enjuagd con alcohol 96%, se deshidratd hasta
xilol y se montd en balsamo de Canada. Las proteinas tifien de azul (Lépez et al.,
1998)

Para localizar polisacaridos insolubles se aplicdé la prueba de acido
periddico-reactivo de Schiff (APS): los portaobjetos con los cortes se
desparafinaron durante 20 minutos en la estufa a 56°C y se hidrataron hasta agua,
se les aplico acido periddico durante 15 minutos y se lavd con agua, después se
aplico reactivo de Schiff durante 15 minutos y se lavo con agua y acido acético 2%
durante 1 minuto y se enjuagd con agua, finalmente se deshidratd hasta xilol y se
montaron en balsamo de Canada. Se obtienen de color magenta los polisacaridos

insolubles (Lépez et al., 1998).

Para localizar lipidos se aplicd la prueba de rojo “O” de aceite: los
portaobjetos con los cortes se desparafinaron durante 20 minutos en la estufa a
56°C y se hidrataron hasta alcohol 50%, se aplicod rojo “O” de aceite durante 30
minutos, se enjuagd con alcohol 50%, después con alcohol 30% Yy con agua,
finalmente se montaron en jalea glicerinada. Se obtiene de color naranja rojizo o

rojo los lipidos (Curtis, 1986).



Para localizar almiddn se aplicd la prueba de Lugol: Los portaobjetos con
los cortes se desparafinaron durante 20 minutos en la estufa a 56°C y se
hidrataron hasta agua, se les aplicaron unas gotas de lugol y se observo en
fresco. Se obtiene de color morado o negro los granos de almidon (Johansen,
1940).

Para localizar celulosa y hemicelulosa se aplicé la prueba de cloroyoduro
de zinc + yodo: los portaobjetos con los cortes se desparafinaron durante 20
minutos en la estufa a 56°C y se hidrataron hasta agua, se les aplicaron unas
gotas de cloroyoduro de zinc + yodo y se observd en fresco. Se obtiene de color
azul la celulosa y hemicelulosa, de color amarillo o naranja la cutina y suberina y

de color morado o negro el almidén (Jensen, 1962).

II. Inclusion en resinas

El material fijado en Glutaraldehido- Paraformaldehido 3%-1.5% + sacarosa,
se enjuagd con amortiguador de collidina 0.05M y se transportd al labotario, se
deshidratd en alcoholes graduales: 30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 3 cambios de
alcohol 100% durante 20 minutos cada uno, se pasaron por un tren de inclusién a
LR White 25%, 50%, 70% y tres veces en 100% y se dejo en el ultimo cambio de
100% durante 24 horas, para finalmente ser incluido en moldes pequefios
cerrados herméticamente y se dejé que polimerizara en la estufa a 56°C durante
3 horas. Los bloques se cortaron para su exploracién en un Ultramicrotomo Leica

UltracutR y se tifie con toluidina al 0.5%.

Microscopia Electronica de Transmision (MET

El material fijado en Glutaraldehido-Paraformaldehido 3%-1.5% + sacarosa,

siguen el procedimiento de inclusién en resinas, después se exploraron y retallaron



las caras de corte a fin de dejar solamente la parte del tejido secretor, estas caras
se cortaron de entre 65 y 90 nm de grosor en un ultramicrotomo Leica UltracutR y
se recogieron con rejillas de cobre montadas con una membrana de formvar
0.3%.

Estos cortes se contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo para su

observacion al MET (Vazquez-Nin y Echeverria, 2000 ) .

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Del material fijado en FAA se realizd una diseccion con navajas nuevas de
doble filo, que solo deje el tejido especifico. Se deshidratd el material en alcoholes
graduales 30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 3 cambios de alcohol 100% durante 2
horas cada uno, se desecan en desecador de punto critico, se montaron vy
orientaron en portamuestras de cobre con una cinta de carbon, finalmente se

recubren con oro para su observacién al MEB.

FOTOMICROSCOPIA

Una vez seleccionados los cortes, se toman micrografias para ilustrar las

estructuras descritas.



Resultados

Pereskia lychnidiflora DeCandolle, 1828 (Subfam. Pereskioideae)

Morfologia Floral y Ubicacion del Nectario

Las flores de P. lychnidiflora son bisexuales, los verticilos no sexuales presentan
sepaloides y petaloides de color anaranjado; un gran nimero de anteras que se
fusionan en la base para formar la cdmara nectarifera. El ovario es sincarpico y
supero (Jiménez, 2002), los estilos son cortos y se encuentran fusionados y

presenta varios lébulos estigmaticos (Figura 1, a y d)



Los filamentos de las anteras emergen a partir de la zona donde el receptaculo
se distingue del ovario (Figura 1,d y g) y es ahi donde se encuentra localizado el
tejido secretor, en el vértice que se forma entre el receptaculo y la base de los
filamentos de las anteras que se fusionan para formar una camara que almacena
el néctar (Figura 1,g). Este tejido se extiende alrededor del ovario formando un

cinturdn o anillo secretor. (Figura 1,j)

De acuerdo a la clasificacion topografica de nectarios florales propuesta por
Fahn (1979a) los nectarios de P. lychnidiflora y probablemente de la subfamilia
Pereskioideae se clasifican como “3e”, es decir, nectarios en receptaculo entre

los estambres y el ovario (Figura 1,gy 2,a yb)

Estructura del Nectario

El tejido secretor que forma al nectario esta constituido por una epidermis bien
diferenciada (Figura 2,f) y un tejido subepidérmico que se extiende hasta
encontrarse cerca del tejido vascular (Figura 1,9 y 2,a). La epidermis esta
constituida por una capa de células cubicas, con cuticula gruesa ( Figura 2,f) y el
tejido subepidérmico estd formado por células parenquimaticas sin arreglo
especifico (Figura 2, d, e). Las células del tejido secretor son pequefias con nucleo
grande y nucleolo evidente, el citoplasma denso y pared primaria delgada.(Figura
2, f).

La descarga del néctar hacia la camara nectarifera (Figura 2, d) se lleva a cabo
a partir del érgano secretor y es de manera extracelular y exdgena, es decir, que
la descarga del néctar es directa hacia el exterior del tejido y se lleva a cabo a
través de poros que se forman en las uniones entre células y de estomas en la

epidermis (Figura 8, €)



Opuntia tomentosa Salm-Dyck (1826) Subfamilia Opuntioideae

Morfologia Floral y Ubicacion del Nectario

Las flores de Opuntia tomentosa son bisexuales, los verticilos no sexuales
presentan tépalos de color anaranjado; hay un gran nimero de anteras que se
fusionan en la parte basal, para formar la camara nectarifera. El ovario es
sincarpico e infero, los estilos son largos y estan fusionados y presenta varios
l6bulos estigmaticos (Figura 1, by e)

Los filamentos de las anteras sobresalen al mismo nivel del estilo a partir del
receptaculo y el espacio que se forma entre el estilo y los filamentos de las anteras
forman la cdmara nectarifera (Figura 1,e y h). El tejido secretor se diferencia en la
base de los filamentos fusionados sin tocar el vértice de unién entre el estilo y la
base de los filamentos fusionados (Figura 2, b). El tejido secretor forma un anillo
continuo alrededor del estilo sobre el ovario (Figura 1, k)

De acuerdo a la clasificacion topografica de nectarios florales propuesta por
Fahn (1979a) el nectario de O. Tomentosa se clasificaria como: “2 a” que

corresponde a nectarios estaminales en los filamentos.(Figura 2, b)

Estructura del Nectario

El tejido secretor que conforma al nectario tiene una epidermis diferenciada
(Figura 2,h) y un tejido subepidérmico que se encuentra rodeando al tejido
vascular (Figura 1, k). La epidermis esta constituida por una capa de células
cubicas, con cuticula gruesa y el tejido subepidérmico esta formado por células
parenquimaticas sin arreglo especifico, (Figura 2,g y h). Las células del tejido
secretor son pequefias y presentan nucleo grande con nucleolo evidente y el
citoplasma denso, presentan pared primaria solamente (Figura 2, i). Una
caracteristica importante de éste tejido es la presencia de un gran numero
cristales de oxalato de calcio en forma de drusas en el tejido secretor (Figura 2g,
i).

La descarga del néctar hacia la camara nectarifera (Figura 2, b) se lleva a cabo

a partir del érgano secretor y es de manera extracelular y exdgena, es decir, que



la descarga del néctar es directa hacia el exterior del tejido y se lleva a cabo a
través de estomas que se encuentran sobre la epidermis del tejido secretor (Figura

2,h) y que estan en contacto directo con la cdmara nectarifera (figura 9 e, f, g)

Mammillaria _san-angelensis Sanchez-Mejorada 1981 (Subfamilia

Cactoideae, Tribu Cacteae)

Morfologia Floral y Ubicacion del Nectario

Las flores de Mammillaria san-angelensis son hermafroditas y son muy
pequefas (entre 2.2 y 2.5 cm), presentan varios tépalos de color rosa y un gran
nimero de anteras que se fusionan en la base para formar la cdmara nectarifera.
El ovario es sincarpico e infero, presenta varios lébulos estigmaticos y los estilos
son largos y estan fusionados. (Figura 1, cy f)

Los filamentos de las anteras que estan fusionados en la base y surgen sobre
el receptaculo a la altura del estilo forman un fondo cdncavo, al espacio que se
forma entre el estilo y los filamentos de las anteras se le llama camara nectarifera
(Figura 1, f, i). El tejido secretor se diferencia en la base de los filamentos
fusionados sin llegar a la zona del vértice con el estilo (Figura 2, ¢) y forma un
anillo continuo alrededor del estilo. (Figura 1,1)

De acuerdo a la clasificacion topografica de nectarios florales propuesta por
Fahn (1979a) el nectario de M. san-angelensis se clasificaria como: “2 a” que

corresponde a nectarios estaminales en los filamentos (figura 2,c).

Estructura del Nectario

El tejido secretor que conforma al nectario esta constituido por una epidermis
diferenciada (Figura 2,k y I) y un tejido subepidérmico que se encuentra rodeando
al tejido vascular (Figura 2, j y k). La epidermis esta constituida por una capa de
células cubicas, con cuticula gruesa y el tejido subepidérmico estd formado por

células sin arreglo especifico (Figura 2,k). Las células del tejido secretor son de



pequeiio tamafio y presentan nucleos grandes con nucleolos evidentes y el
citoplasma denso. Presentan pared primaria solamente. (Figura 2,k)

La descarga del néctar hacia la camara nectarifera (Figura 2, c) se produce a
partir del érgano secretor y es de manera extracelular y exdgena, es decir, que la
liberacién del néctar es directa hacia el exterior del tejido y se lleva a cabo
mediante estomas que se encuentran en los extremos de las proyecciones del
tejido (Figuras 7, 1y 10, b, ¢, d)

Histoguimica

Con la prueba de azul negro de naftol se encontrd que solo el tejido secretor
tiene proteinas en el contenido citoplasmatico (Figura 3,a, d, g), probablemente
debido a la presencia de un alto contenido de ribosomas, se distinguen
perfectamente el nucleo y nucleolo (Figura 3, b, e, h), ademas de algunos plastos

contienen proteinas (Figura 3, ¢, f, i).

Con la prueba de APS se detectaron polisacaridos insolubles en la pared celular
de todo el tejido (Figura 4, a, d, g). Pero la diferencia radia que en el tejido
secretor también se tind el contenido citoplasmatico (Figura 4, b, e y h) ademas de

presentar amiloplastos (Figura 4, ¢, f, i, i’).

La prueba de cloroyoduro de zinc indica la presencia de celulosa y hemicelulosa
en la pared primaria de las células tanto del tejido secretor como el tejido no
secretor, que son mas gruesas (Figura 5,a, b, d, g). También marca la presencia
de cutina y suberina principalmente en las células del tejido secretor (Figura 5, b,

f, i, i) y en las paredes secundarias de algunas células. Se logran distinguir



amiloplastos bien definidos en las células del tejido secretor principalmente (Figura

5,¢, e €, h).

La prueba de rojo “0” de aceite indica la presencia de lipidos en la cuticula de la
epidermis (Figura 6, b, d, f), ademas en el contenido citoplasmatico de las células
del tejido secretor (Figura 6, a, ¢, ¢, d, e) donde también se distinguen plastos

que contienen lipidos (Figura 6, b, d).

El lugol dio como resultado una marcada direrencia entre el tejido secretor y el
no secretor (Figura 7, a, d, g) ya que tifie de color café negruzco el citoplasma de
la s células del tejido secretor (Figura 7, b, e, €', h) y otras zonas en forma de
puntos completamente negros en el citoplasma (Figura 7, ¢, f, i). Para el tejido no

secretor solo tifie algunos puntos negros (Figura 7, a, d, g).

Ultraestructura de las células secretoras

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Pereskia lvchnidiflora DeCandolle, 1828 Subfamila Pereskioideae

El nectario se divide en dos estratos diferentes ( Figura 8 a y b); el vértice
secretor donde las células presentan un mayor volumen y la base de los filamentos
de las anteras donde las células tienen un menor volumen y apariencia rugosa
(Figura 8, b), en este Ultimo estrato se encuentran los estomas (Figura 8, c) y en

la union de tres células hay un espacio que semeja un poro (Figura 8, d, e).



Opuntia tomentosa Salm-Dyck, 1826 Subfamilia Opuntioideae

Las células epidérmicas del nectario tienen un arreglo poligonal (Figura 9, b) y
es en estas estructuras donde se observaron estomas completamente
abiertos(Figura 9,a, e, f). También, se observan cristales en las aperturas de los
estomas indicando que es esta la forma de secrecion del néctar hacia la camara
nectarifera (Figura 9, e, f, g). Al finalizar la cdmara nectarifera, los filamentos de
las anteras ya no se encuentran fusionados, presentan unas proyecciones de la

cuticula con apariencia de picos (Figura 9, c, d).

Mammillaria san-angelensis Sanchez- Mejorada, 1981 Subfamilia

Cactoideae, Tribu Cacteae.

La epidermis del nectario presenta células alargadas y acojinadas (Figura 10,
d). También se observaron proyecciones del tejido y en la parte apical estomas
completamente abiertos (Figura 10, b, ¢, d, e). Estos se encuentran distribuidos a
lo largo del tejido que se formd a partir de la fusidn de la base de los filamentos de

las anteras (Figura 10, a).

Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Se describieron las células del tejido secretor de una de las tres especies
estudiadas, pues en general no se encontraron diferencias ultraestructurales entre
ellas.

Las células del tejido secretor (nectario) de las tres especies (P. lychnidiflora, O.
tomentosa, M. san-angelensis) presentan un gran numero de plasmodesmos,
pared primaria evidente y una gran cantidad de ribosomas libres en el citoplasma
(Figura 11, a), el reticulo endoplasmico rugoso se encuentra muy desarrollado y
en ciertas zonas esta asociado a la membrana celular, en otros casos este reticulo



se agrupa formando cisternas que adoptan la funcién del aparato de Golgi (Figura
11,b, c). Tienen vacuolas muy grandes que probablemente contienen almidon y
otras vacuolas de menor tamano, pero con mayor densidad que estan orientadas
hacia la zona donde se encuentra el nucleo (Figura 11, a). El nucleo es de gran
tamano en proporcion al tamafio de la célula, presenta cromatina en la periferia
pero en general es laxa y nucleolo que es muy evidente (Figura 11, a).



Discusion

Para la familia Cactaceae existe un gran nuimero de trabajos que se enfocan
desde un punto de vista ecoldgico a las interacciones entre los nectarios, tanto
florales como extraflorales, con diversos organismos. Como la mayoria de los
nectarios extraflorales atraen insectos, que a cambio del néctar, proveen
proteccion a la planta en contra de depredadores (Blom y Clark, 1980; Elias, 1983;
Sullender, 1998)

A los nectarios florales se les considera importantes como un medio de
atraccién para organismos polinizadores, y la posicion del nectario dentro de la flor
es importante ya que evolutivamente se han demostrado patrones de interaccion
especializada que se llevan a cabo con organismos que asocian el area de
secrecion y almacén del néctar con la posicion de las estructuras reproductivas que
favorecen la recoleccién y depositacion del polen (Zandonella; 1967; Delpino,
1973; Fahn, 1969; Fahn, 1988, Weberling, 1992; Endress, 1994)

Sin embargo a la informacion de las caracteristicas anatémicas y estructurales
de los nectarios florales en la familia es muy reducida, solo Boke (1936) realiza
una breve descripcidon de la posicion del nectario en la flor de Pereskia pititache.
Otra referencia a la famlilia Cactaceae y en particular a la subfamilia Pereskioideae
de la cual determinan la posicion del nectario esta en la propuesta de Fahn

(1979a) de la clasificacién topografica de los nectarios florales.

Los nectarios estudiados en este trabajo de acuerdo a su localizacion, y por lo
descrito por Delpino (1973) y por Fahn (1988). Son “florales”. También por la

ubicacion del nectario en la flor a la presencia de néctar al momento de la colecta



de flores en antesis asi como a la presencia de pequeios organismos dentro de la
copa floral, se asume que los nectarios son importantes en la biologia de la

polinizacion de la planta y por lo tanto son “nupciales”.

Existen diferencias respecto al area en que esta distribuido el tejido secretor y
que esta directamente relacionado con las caracteristicas anatomicas de cada flor.
El nectario se encuentra en la base de los filamentos de las anteras que se
fusionan para formar una camara de almacén de néctar, pero la posicion del
ovario en la flor es importante ya que influye en el area que ocupa el nectario
separando en dos grupos a estas tres especies. El primero esta constituido por las
flores de A. lychnidiflora que presenta ovario supero (Jiménez, 2000), caracteristica
que hace que se forme un vértice entre la base del filamento de las anteras y el
receptaculo, area que contribuye a la diferenciacion del tejido secretor de la
glandula. El segundo grupo esta constituido por las flores de O. tomentosa y M.
san-angelensis que presentan ovario infero y la glandula secretora se encuentra
solo en la base de los filamentos fusionados.

Estas caracteristicas anatémicas de la flor se tienen como criterios para la
clasificacion de los nectarios florales (Fahn 1953 y 1979a), ademas de proporcionar
caracteres taxonomicos y evolutivos donde se considera la tendencia

acrocentripétala de estas estructuras.

De las diferencias que ya se han mencionado entre las flores de P. lychnidiflora
y las flores de O. tomentosa y M. san-angelensis, se incluye una mas, la
clasificacion de los nectarios florales y a su vez el conflicto de la clasificacion entre

ellas.

En la propuesta de Fahn (1979a) para la clasificacion topografica de los
nectarios florales incluyd a Pereskia como “3e” que son nectarios en el
receptaculo entre los estambres y el ovario. Este trabajo corrobora dicha

clasificacion ya que el tejido secretor se encuentra entre el androceo y el gineceo,



y el drea que abarca el tejido secretor va desde la base del filamento de las
anteras fusionadas hasta el vértice que forma con el receptaculo, y fue este Ultimo

el caracter definitivo para su clasificacion.

El nectario de O. fomentosa no se encuentra descrito en la literatura, y con la
informacidon que se obtuvo en este trabajo se clasifica al nectario como estaminal
ya que solo el tejido de la base de los filamentos fusionados (connado) diferencia
como tejido secretor. Tomando en cuenta la clasificaciéon de nectarios propuesta
por Fahn (1979a) el nectario que presentan las flores de O. tomentosa se cataloga

como “2a” es decir nectarios estaminales en los filamentos.

Tampoco el nectario de M. san-angelensis se encuentra descrito en la literatura
y las flores presentan las mismas caracteristicas anatomicas que O. fomentosa, la
Unica diferencia es el menor tamano de la flor entre una y otra. Pero el nectario se
encuentra en la base de los filamentos de las anteras y sblo esta estructura se
relaciona con el tejido secretor, es asi que el nectario de M. san-angelensis al igual

que el de O. tomentosa se clasifica como “2a” de acuerdo a Fahn (1979a).

Para las flores de las especies aqui estudiadas el nectario se encuentra entre
el androceo y el gineceo formando un anillo conspicuo, este patrén denominado
“nectarios de disco” es un patrén sistematico que se encuentra en niveles medio y
superior en la evolucidon de las dicotiledoneas (Fahn, 1953, 1979a; Chaturvedi y
Bahadur, 1985; Weberling, 1992).

Otra caracteristica que se considera importante es la relacion entre el tejido
secretor y los haces vasculares del dérgano al que pertenecen, que ademas y esta
directamente relacionada con la concentracion de azlcares del néctar (Fahn,
1979a; Fahn, 1988 ; Weberling, 1992; Endress, 1994). La cercania del haz vascular

al tejido secretor favorece el suministro de substancias base para la sintesis del



néctar, convirtiendo de alguna manera a los haces vasculares en parte del tejido

que conforma la glandula.

Debido a la anatomia floral de P. /ycnidifiora los haces vasculares solo pasan
cerca del tejido secretor sin estar en contacto directo con él. A diferencia de O.
tomentosa y M. san-angelensis en los cuales el tejido secretor se extiende hasta
rodear a los haces vasculares ademas de presentar una mayor cantidad de floema,
esto indica que la concentracidon de azucares se incrementa (Fahn, 1979a; Fahn,
1988 ; Weberling, 1992; Endress, 1994)

Desde el punto de vista histoldgico, aparentemente no hay diferencias en la
estructura del tejido de las tres especies ya que presentan las mismas
caracteristicas citoldgicas como se reporta en la literatura para los tejidos
nectariferos (Bonnier, 1879; Fahn, 1952,1974; Vesprini et. al, 1999; Endress,
1994) .

De acuerdo a las caracteristicas descritas por Zandonella (1967), Fahn (1969)
y Endress (1994). P. lychnidiflora, presenta caracteristicas de los “nectarios
mesofilares” como son la cercania del tejido vascular al parénquima asociado que
se comporta como glandula y, aunque la secrecién toma lugar principalmente por
poros en la epidermis también presenta estomas. Ademas de ser un nectario de

“disco” que parece dominar en este tipo de tejidos.

O. tomentosa y M. san-angelensis también presentan las caracteristicas de los
“nectarios mesofilares” como el tejido parenquimatico y la forma de “disco” que
adquiere el nectario, pero a diferencia de PA./ychnidiflora la secrecion de los
nectarios de estas dos especies tiene lugar principalmente por estomas,

caracteristica también de “nectarios mesofilares”.

El tejido secretor de las tres especies no presenta diferencias significativas en

las caracteristicas histoquimicas, este tejido tiene una alta produccién de proteinas



ya que sus nucleos y nucleolos estan muy activos, también presenta almacenado
en su citoplasma polisacaridos insolubles, amiloplastos y plastos que contienen

lipidos y proteinas.

Existen diferencias entre las especies en las estructuras para liberar el néctar
hacia la camara nectarifera. Por ejemplo, P. /ychnidiflora presenta estomas pero en
muy baja densidad a lo largo del tejido secretor al contrario de la cantidad de
poros en el tejido que se encuentran entre las uniones de las células, por lo tanto
la densidad es mucho mayor y es mas factible que esta Ultima sea la forma en que
el néctar deja el tejido. Por el contrario O. tomentosa presenta una gran cantidad
de estomas que se encuentran completamente abiertos lo cual indica que esta es

la forma en que se libera el néctar de igual manera que M. san-angelensis.



Conclusiones

Los nectarios de las cactaceas estudiadas son florales y por su posicién y

observaciones en el campo también son nupciales.

Las caracteristicas antdmicas de la flor influyen directamente sobre la posicion
del nectario vy estas diferencias en la posiciéon del nectario hacen que su
clasificacion sea diferente: como "3e" y las otras dos especies (O. tomentosa y

M. san-angelensis) como "2a" de acuerdo a Fahn (1979a) .

Los nectarios de las especies estudiadas corresponden a nectarios de "disco".
Asociado a este tipo de patréon de nectarios el tejido presenta las caracteristicas

histoldgicas de los "nectarios mesofilares" .

La relacion de los haces vasculares con el tejido secretor, es un tanto lejana en

P. lychnidifloray muy cercana en los casos de O. tomentosa y M. san-angelensis.

La histoquimica del tejido de las 3 especies presenta proteinas, polisacaridos

insolubles, amiloplastos y lipidos en el citoplasma

De acuerdo con la forma en que sale el néctar del tejido secretor hacia la
luz de la cdmara nectarifera se encuentran diferencias significativas entre las tres
especies: en P. lychnidiflora los poros estan en mayor cantidad y hay muy pocos
estomas; en O. tomentosa los estomas se encuentran en una densidad muy alta
y completamente abiertos, y en M. san-angelensis hay presencia de estomas

abiertos en el apice de proyecciones

La ultraestructura de las células secretoras de 3 miembros de la familia
Cactaceae se presenta por primera vez en este trabajo, concuerda en las tres

especies estudiadas y con la observada para otras especies.
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Figura 2. Estructura del Tejido



Figura 3. Histoquimica; Azul Negro de Naftol
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Figura 4. Histoquimica; Acido Peryddico Reactivo
De Shiff (APS)



Figura 5. Histoquimica; Cloroyoduro de Zinc
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Figura 8 Microscopia Electronica de Barrido



Figura 9 Microscopia Electronica de Barrido
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