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RESUMEN

La condicion sexual predominante en la familia Cactaceae es la hermafrodita,
unicamente 27 especies agrupadas en 9 géneros se han reportado que

presentan poblaciones con flores unisexuales.

Pereskia portulacifolia es una de las especies de cactaceas que
presenta flores unisexuales, con un sistema reproductivo dioico. En este
estudio se describe el desarrollo de las flores masculinas de P. portulacifolia,
una especie endémica de la isla formada por Republica Dominicana y
Haiti.

Se colectaron botones florales en distintas etapas de desarrollo y
flores en antesis, las cuales fueron procesadas mediante diversas técnicas

de histologia y microscopia.

La flor masculina en antesis presenta un androceo que tiene estambres
con filamentos largos y sinuosos, las anteras dorsifijas de color rosa que
producen una gran cantidad de granos de polen, la dehiscencia de la antera es
longitudinal. Los granos de polen al momento de la dehiscencia de la antera
son tricelulares, esféricos, pericolpados con 12 aberturas, exina tectada,
perforada y equinada. Estas flores masculinas también inician el desarrollo del
gineceo, el cual es reducido y no funcional. En éste el ovario es infero,
unilocular con piso céncavo, sin ovulos; el estilo es reducido (estilodio), la parte
apical de los carpelos forman un estigmodio de seis a ocho I6bulos filiformes

sin diferenciacion de papilas estigmaticas.

De las diversas especies de cactaceas estudiadas en nuestro grupo de
trabajo que presentan flores unisexuales, P. portulacifolia es la Unica especie
cuyas flores masculinas carecen completamente de 6vulos, ya que en las otras
especies (P. zinniiflora, Opuntia stenopetala y O. robusta) los primordios de

ovulos pueden presentarse ocasionalmente, aunque estos degeneran.



INTRODUCCION

Las cactaceas, con alrededor de 200 géneros y unas 2000 especies, pertenece
al orden de las Caryophyllales. La familia Cactaceae comprende cuatro
subfamilias: Pereskioideae, Maihuenioideae, Opuntioideae y Cactoideae, esta

ultima dividida en nueve tribus (Anderson, 2001).

Las cactaceas son nativas del continente americano, se encuentran
distribuidas desde Peace River, en el norte de Canad4, a 59° de latitud Norte,
hasta la Patagonia, en Argentina, a 52° de latitud Sur, y desde el nivel del mar
hasta una altitud de 5100 en Peru (Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995). En las
selvas humedas de Africa, Madagascar y Ceylan se encuentra Rhipsalis
baccifera como una especie introducida; mientras que algunas especies de
Opuntia también fueron introducidas en la cuenca del Mediterraneo y del Mar

Rojo, asi como en los desiertos de Australia (Bravo-Hollis, 1978).

Las cactaceas se han diversificado en un considerable numero de
especies y formas de vida. Por sus caracteristicas morfologicas y fisiolégicas
son resistentes a la sequia, por lo que han podido colonizar zonas aridas y
semi-aridas principalmente (Arias et al., 2001). Se encuentran representadas
en los distintos tipos de vegetacion (excepto en la vegetacion acuatica), debido
a que fueron adquiriendo formas y adaptandose a diversos habitats (Bravo-
Hollis, 1978). Las especies de la familia Cactaceae se caracterizan por la
presencia de aréolas, las cuales estan conformadas por tejido meristematico,
con la capacidad de dar origen a cualquier tipo de tejido u érgano (Bravo-Hollis,
1978; Bravo-Hollis y Scheinvar, 1995). Son plantas perennes, cuya vida puede
durar mas de dos afios o por tiempo indefinido, segun la especie (Arreola,
1997).

Las flores de las cactaceas tienen formas, tamafos y colores muy
diversos. Surgen de las aréolas cercanas al apice de los tallos, en corona o en
hileras longitudinales. Generalmente constan de un amplio receptaculo o
pericarpelo, que ademas de englobar al ovario se extiende hacia arriba,

integrando un tubo con podarios, aréolas y escamas. Los tépalos que integran



el perianto se producen en series espiraladas en la parte superior del
receptaculo. Los estambres se forman en las paredes internas del tubo floral. El
ovario puede ser desde infero hasta supero y forma generalmente numerosos
Ovulos; el estilo se bifurca en 3-20 lobulos estigmaticos (Bravo-Hollis vy
Scheinvar, 1995; Anderson, 2001; Scheinvar, 2004).

Las flores de las cactaceas usualmente son sésiles, solitarias o
raramente agrupadas en inflorescencias y generalmente con simetria radial. La
mayoria de éstas requieren de polinizacién cruzada, para formar semillas, pero
la autogamia o autopolinizacion también puede ocurrir en algunos grupos
(Anderson, 2001; Scheinvar, 2004).

La familia Cactaceae comprende en su mayoria especies que presentan
flores bisexuales (Anderson, 2001; Orozco, 2002; Scheinvar, 2004; Flores
2005). Los estudios embriolégicos que se han efectuado de la familia, en su
mayoria han sido de especies que poseen este tipo de flores. Pocas especies
dentro de la familia tienen flores unisexuales, como es el caso de algunos

miembros del género Pereskia.

Siendo Pereskia un género hermano al resto de las cactaceas (Nyffeler,
2002; Edwards et al., 2005), se estudiara la embriologia de las flores
masculinas de Pereskia portulacifolia, que ha sido descrita como dioica
(Leuenberger, 1986) ya que presenta plantas con flores masculinas y plantas
con flores femeninas, para tratar de entender cuales son las caracteristicas

florales (androceo y gineceo) ancestrales presentes en esta especie.



ANTECEDENTES

Sistemas sexuales en angiospermas

Los sistemas reproductores de las angiospermas presentan una gran diversidad
de expresiones e incluyen todas las manifestaciones del sexo en las plantas, lo
cual afecta la relativa contribucidn genética a la siguiente generacién de los
individuos de una especie y pueden tener diferentes implicaciones para la

reproduccion cruzada y la polinizacién (Thomson y Barrett, 1981).

La mayoria de las angiospermas son hermafroditas, es decir, presentan
flores con gineceo y androceo fértiles. El porcentaje reportado varia del 90%
(Lebel-Hardenack y Grant, 1997) al 94% (Renner y Ricklefs, 1995). Ademas de
este sistema reproductivo, las angiospermas tienen una amplia diversidad de
sistemas sexuales, donde se ven involucrados diversas formas de expresion del
sexo como los sistemas monoico, ginomonoico, andromonoico, trimonoico,
dioico, ginodioico, androdioico, trioico, los sistemas heterostilicos, asi como
mecanismos temporales como el dicogamico (Bawa, 1980; Bawa y Beach, 1981;
Barrett, 1998, 2002; Ainsworth, 2000). Las especies de plantas unisexuales y
sus formas mezcladas parecen estar distribuidas en todas las familias de
angiospermas, alrededor del 75% de las familias incluyen especies dioicas,

sugiriendo eventos evolutivos independientes (Orozco, 2002).

El sistema dioico que ocupa el interés del presente estudio se describe
como un sistema sexual con plantas que portan flores femeninas asi como
plantas con flores masculinas. Mientras que en el ginodioico, las poblaciones
estan compuestas de plantas femeninas y plantas hermafroditas. En el
androdioico, las poblaciones tienen plantas masculinas y plantas hermafroditas.
El sistema tricico tiene plantas femeninas, plantas masculinas y plantas
hermafroditas (Dellaporta y Calderon-Urrea, 1993; Barrett, 1998; Ainsworth,



2000). En la figura 1 se esquematizan los diversos sistemas sexuales de
angiospermas (Ainsworth, 2000).
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Figura 1. Sistemas sexuales en plantas (tomado de Ainsworth, 2000)

El dioicismo

El dioicismo es ampliamente conocido. Al menos en el 7% de los 13 000
géneros de angiospermas hay alguna especie dioica y el 6% de las
aproximadamente 240 000 especies de angiospermas son dioicas y estan
representadas en varias familias de angiospermas, lo que sugiere que este
sistema reproductivo se ha originado numerosas veces durante la evolucién de
las plantas con flor (Hoffman, 1992; Renner y Ricklefs, 1995; Barrett, 1998). El
sistema dioico estd presente en mayor proporcion en las familias

Menispermaceae, Myristicaceae, Monimiaceae, Euphorbiaceae, Moraceae,



Cucurbitaceae, Anacardiaceae y Urticaceae y parece ser mas comun entre los
géneros de dicotiledoneas que entre las de monocotiledoneas (Renner y
Ricklefs, 1995).

Durante las etapas tempranas del desarrollo floral de la mayoria de las
especies monoicas y dioicas, las flores unisexuales no se pueden distinguir de
las flores bisexuales, ya que los primordios de carpelos y estambres comienzan
a desarrollarse, la aborcion o interrupcion de un 6rgano ocurre posteriormente
variando la etapa de desarrollo en que esto ocurre entre especies (Lebel-
Hardenack y Grant, 1997; Ainsworth, 2000). En muy pocas especies monoicas y
dioicas, las flores unisexuales nunca presentan vestigios del 6rgano sexual

faltante, debido a que éste nunca se desarrolla (Ainsworth, 2000).

Con respecto a la evolucion del dioicismo se ha asumido que la
endogamia o reduccion de la autopolinizacion, es la principal fuerza de
seleccidén que favorece la evolucion de este sistema reproductivo. Sin embargo,
existen otras fuerzas de seleccién como el uso eficiente de los recursos para
optimizar las funciones femeninas o masculinas, el dimorfismo sexual, que
ademas modifica la distribucién espacial de los recursos disponibles para los
polinizadores, para la dispersion de semillas y para evitar la depredacion
(Bawa, 1980; Thomson y Barrett, 1981; Barrett, 1998). De esta manera se
promueve la polinizacion cruzada y se incrementa la diversidad genética. Existen
sistemas reproductores intermedios durante la evolucién a la unisexualidad a
partir de sistemas hermafroditas, como los sistemas ginodioico, el androdioico, el
trioico, el ginomonoico, el andromonoico y el trimonoico (Ainsworth, 2000). Ross
y Weir (1976), Bawa (1980) y Ainsworth (2000) sugiere que el dioicismo ha
evolucionado directamente de especies hermafroditas. Mientras que otros
autores sugieren que a partir de especies ginodioicas (Ross y Weir, 1976;
Charlesworth y Charlesworth, 1978; Dellaporta y Calderén-Urrea, 1993; Barrett,
2002),otros de especies androdioicas (Bawa, 1980; Charlesworth vy
Charlesworth, 1978; Liston et al., 1990; Wolf et al., 2001; Pannell, 2002; Wolf y



Takebayashi, 2004), de especies monoicas (Bawa, 1980; Ainsworth, 2000;
Barrett ,2002) y heterostilicas (Bawa, 1980; Ainsworth, 2000; Barrett, 2002).

En la propuesta del origen del dioicismo por evolucion directa a partir del
hermafroditismo propuesta por Ross y Weir (1976), Bawa (1980) y Ainsworth
(2000) se consideran necesarias dos mutaciones independientes, una que
generaria esterilidad femenina en flores que seran masculinas y la otra
produciria esterilidad masculina en flores que seran femeninas. Se considera
que estos eventos ocurren simultaneamente; asociado a esto, sugirieron el
estricto ligado de los genes involucrados (desconocidos hasta la fecha), con lo
que se prevendria la recombinacion que trae como consecuencia la no

reaparicion del morfo hermafrodita.

Sistemas sexuales en la familia Cactaceae

La condicién sexual de la familia Cactaceae es generalmente hermafrodita
(Arreola, 1997; Anderson, 2001; Orozco, 2002). Arreola (1997) menciona que
rara vez, por atrofia de los estambres o del estigma son unisexuales. Sin
embargo, se han reportado pocas especies de cactaceas que poseen un tipo
diferente a la condicién hermafrodita, tales como los sistemas dioico, ginodioico,
androdioico, trioico y subdioico, en ciertas poblaciones (Lindsay y Dawson,
1952; Bravo-Hollis, 1978; Kimnach,1982; Del Castillo, 1986; Leuenberger, 1986;
Hoffman, 1992; Areces-Mallea, 1992; Fleming et al., 1994; Valiente et al., 1997;
Negrén-Ortiz, 1998; Rebman, 1998; Strittmatter et al, 2000, 2002, 2006, 2008;
Diaz y Cocucci, 2001; en Flores, 2005; Diaz y Cocucci, 2003; Orozco, 2002;
Anderson, 2001; Rebman y Pinkava, 2001; Rebman 2003; en Baker, 2006;
Negron-Ortiz y Strittmatter, 2004; Flores, 2005; Reyes-Aguero et al., 2006;
Sanchez, 2007; Arias, Com. Pers.; Tabla 1, modificada de Orozco, 2002 vy
Flores, 2005).



Tabla 1. Lista de especies de cactaceas descritas con poblaciones que presentan un sistema
reproductivo distinto al hermafrodita. Modificado de Orozco (2002) y Flores (2005).

Especie |  Sistemasexual | Referencia
Subfamilia Pereskioideae
Pereskia zinniiflora Dioica (Leuenberger, 1986)
P. portulacifolia Dioica (Leuenberger, 1986)
P. quisqueyana Androdioico (Leuenberger, 1986)
P. marcanoi Dioica (Areces-Mallea, 1992)
Subfamilia Opuntioideae
Opuntia stenopetala = O. Dioica (Bravo-Hollis, 1978; Orozco,
glaucescens 2002)
O. robusta Dioica o Trioica (Del Castillo, 1986; Silva, 2007)
O. quimilo Ginodioico (Diaz y Cocucci, 2003)
O. quitensis Dioico (Anderson, 2001)
Consolea spinosissima Subdioica o Dioico (Strittmatter y Negrén Ortiz,
2000; Strittmatter et al., 2002,
2006, 2008)
C. corallicola Dioico (Negron-Ortiz y Strittmatter,
2004)
C. rubescens Dioico (Strittmatter y Negron Ortiz,
2000; Strittmatter et al., 2006,
2008)
C. millspaughii Dioico (Strittmatter et al., 2006, 2008)
C. moniliformis Dioico (Strittmatter et al., 2006, 2008)
C. nashii Dioico (Strittmatter et al., 2006, 2008)
C. picardae Dioico (Strittmatter et al., 2006, 2008)
Cylindropuntia molesta Ginodioico (Rebman y Pinkava, 2001)
C. calmalliana Ginodioico (Rebman y Pinkava, 2001)
C. sanfelipensis = O. Ginodioico (Rebman, 1998)
sanfelipensis
C. wolfii = O. wolfei Ginodioico (Rebman,1998)
Subfamilia Cactoideae
Selenicereus innesii Ginodioico (Kimnach,1982)
Pachycereus pringlei Trioico y Ginodioico (Fleming et al., 1994)
Mammillaria dioica Ginodioico o Trioico (Lindsay y Dawson, 1952;
Sanchez, 2007)
M. neopalmeri Ginodioico o Trioico (Lindsay y Dawson, 1952)
Neobuxbaumia Adrodioico (Valiente et al., 1997)
mezcalaensis
Echinocereus coccineus Dioico (Hoffman, 1992)
E. mombergerianus Trioico (Rebman, 2003; en
Baker, 2006)
E. yavapaiensis Dioico (Baker, 2006)




-Subfamilia Pereskioideae

La subfamilia Pereskioideae, comprende un solo género, Pereskia, a
la cual se le atribuyen 17 especies de las cuales cuatro poseen flores
unisexuales representadas en sistemas dioicos y androdioicos
(Leuenberger, 1986; Areces-Mallea, 1992). Leuenberger (1986), reporta
que existen flores estaminadas en las especies Pereskia portulacifolia, P.
quisqueyana y P. zinniiflora, en estas flores se observan I6culos sin 6vulos
u 6vulos anormales, con estilo corto, |6bulos estigmaticos filiformes sin
papilas. En P. portulacifolia ademas de las flores estaminadas se ha
observado al menos un ejemplar de herbario con flores pistiladas. Las
flores femeninas fueron descritas para P. zinniiflora, por lo que ambas
especies son aparentemente dioicas (Areces-Mallea 1984; en Leuenberger,
1986). En P. quisqueyana no se observan flores pistiladas por lo que
aparentemente hay poblaciones androdioicas. Areces-Mallea (1992) reporta a
P. marcanoi como una especie dioica donde las flores masculinas presentan
numerosos estambres viables y ovario con algunos 6vulos anormales, mientras
que en la flor femenina se observan estambres cortos estériles y un ovario con

numerosos 6vulos viables.

-Subfamilia Opuntioideae

En la subfamilia Opuntioideae, se han reportado doce especies con flores
unisexuales, en tres de sus géneros, Opuntia, Consolea y Cylindropuntia. En
esta subfamilia quizéds es donde se ha realizado una mayor investigaciéon en

relacion a la embriologia.

En el estudio embriolégico realizado por Orozco (2002) en Opuntia
stenopetala (= O. glaucescens), se describen plantas con flores femeninas y
plantas con flores masculinas, por lo que su sistema reproductor es dioico. En

las flores pistiladas el gineceo presenta un ovario lleno de 6vulos viables, un



estigma y un estilo bien diferenciado, mientras que los estambres son cortos, las
anteras colapsadas e indehiscentes sin polen, el desarrollo de la antera se
detiene en etapa de célula madre de las microsporas, no entra a meiosis. En las
flores estaminadas los estambres son largos y las anteras son dehiscentes con
granos de polen funcionales, pero el gineceo es reducido, presenta un estilodio
que no desarrolla I6bulos estigmaticos. En el ovario se presentan tres fenotipos:
(1) cavidad del ovario reducido, con 6vulos unicamente en la base, anormales,

(2) cavidad del ovario sin 6vulos, y (3) sin cavidad del ovario.

Estudios realizados por Flores (2005) y Alfaro (2008) en las flores
pistiladas de O. stenopetala mencionan que al entrar a meiosis la célula madre
de la microspora muestra caracteristicas estructurales tipicas de muerte celular
como: compactacion de la cromatina, incremento en el numero y tamafo de las
vacuolas, colapso celular favoreciendo la separacion de la pared celular. Por
otro lado el tapete se hipertrofia, conteniendo un numero elevado de vacuolas y
no ocurre la division nuclear. De igual forma el resto de las capas de la pared de
la antera exhiben alteraciones que sugieren que en todas ellas ocurre muerte

celular programada.

Opuntia robusta, presenta poblaciones hermafroditas, dioicas y trioicas.
En las flores hermafroditas el androceo y el gineceo son funcionales, las flores
masculinas producen grandes cantidades de granos de polen fértiles, mientras
que el estilo termina en un estigma con l6bulos atrofiados y el ovario esta
reducido, en ocasiones se encuentran évulos anormales. En el caso de las flores
femeninas el estilo posee multiples lobulos estigmaticos, el ovario tiene
numerosos oOvulos, sus anteras estan atrofiadas, cada célula madre de la
microspora se rodea de una capa de calosa e inicia la meiosis pero no se
completa el desarrollo y se observan diadas, triadas y tétradas de microsporas
abortivas que se colapsan, degeneran antes de que se degrade la calosa que se

formé alrededor de ellas. Se encontré que en etapa de tétradas de microsporas
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ocurren procesos de fragmentacion de DNA en todas las capas de la pared de la
antera y en las tétradas (Del Castillo, 1986; Silva, 2007; Alfaro, 2008).

Diaz y Cocucci (2003) han estudiado a Opuntia quimilo y encontraron que
presenta un sistema reproductivo ginodioico. Las flores pistiladas presentan
estambres cortos, anteras sin granos de polen, estilo robusto con numerosos
I6bulos estigmaticos, ovario con numerosos oOvulos y por ultimo, las flores
hermafroditas, con gineceo y androceo funcionales, aunque con menor numero
de ovulos comparado con la flor femenina. Por ultimo Opuntia quitensis posee
poblaciones dioicas en Peru y Ecuador, aunque no se mencionan los detalles del

desarrollo floral (Anderson, 2001).

Consolea spinosissima, tiene un sistema reproductor subdioico con tres
morfos florales: pistiladas, estaminadas y hermafroditas, estas ultimas poco
representadas. En las flores pistiladas se presenta un estilo robusto, el estigma
con lIébulos divergentes y un ovario lleno de o6vulos bien desarrollados. Los
estambres son cortos y anteras colapsadas e indehiscentes sin polen, el tapete
se degrada previo a la meiosis y las células madres de las microsporas casi
siempre degeneran en la Profase 1. Las flores estaminadas poseen estambres
largos, con anteras dehiscentes y polen viable. El estilo y la superficie
estigmatica se encuentran reducidos, el ovario contiene humerosos ovulos, pero
se colapsan y permanecen asi hasta la antesis, hay una reduccion considerable
en el tejido nucelar, debido a la desintegracién de las células nucelares que
rodean al saco embrionario; los Iébulos del estigma permanecen cerrados
(Strittmatter y Negrén Ortiz, 2000; Strittmatter et al., 2002, 2006, 2008).

Negron-Ortiz y Strittmatter (2004) reportan a Consolea corallicola con un
sistema reproductor dioico, las flores masculinas tienen ovarios con o6vulos
abortados y las flores femeninas no desarrollan granos de polen, tampoco se

mencionan los detalles del desarrollo floral.
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En otras cinco especies del género Consolea: C. rubescens, C.
millspaughii, C. moniliformis, C. nashii y C. picardae poseen un sistema sexual
dioico, donde sus flores masculinas tienen évulos abortados, mientras que en
sus flores femeninas no se producen granos de polen, el tapete degenera y la
microsporogénesis casi nunca pasa mas alla de la Profase 1 (Strittmatter et al.,
2006, 2008).

Del género Cylindropuntia se ha sefialado que C. sanfelipensis (= Opuntia
sanfelipensis) tiene un sistema reproductor ginodioico (Rebman, 1998). Las
flores femeninas presentan un estilo con numerosos Iébulos estigmaticos y un
ovario con numerosos évulos, los estambres son cortos y anteras colapsadas sin
granos de polen. Mientras que en la flor hermafrodita tanto el gineceo como el
androceo son funcionales. Cylindropuntia wolfii (= Opuntia wolfei) presenta el
mismo tipo de sistema reproductor (Rebman, 1998), asi como C. molesta y C.

calmalliana (Rebman y Pinkava, 2001).

-Subfamilia Cactoideae

En la subfamilia Cactoideae, hay ocho especies reportadas que presentan
flores unisexuales en cinco géneros: Selenicereus, Pachycereus, Mammillaria,

Neobuxbaumia y Echinocereus.

Kimnach (1982) propone un sistema reproductor ginodioico para
Selenicereus innesii. Las flores femeninas carecen enteramente de estambres
y el ovario contiene pocos évulos y el estilo rudimentario termina en papilas
estigmaticas. Para Parfitt (1985) las caracteristicas de esta flor junto con el
desconocimiento de frutos y semillas, sugiere que las flores femeninas
revisadas pueden estar malformadas hasta el punto de ser completamente
estériles, dado lo anterior propone que la especie no es ginodioica, sino
funcionalmente hermafrodita. En las flores hermafroditas tanto el gineceo y el

androceo son funcionales.
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En Pachycereus pringlei se reportan cuatro tipos de florales: hermafrodita,
estaminadas, pistiladas y neutras. Esta especie puede presentar poblaciones
trioicas y ginodioicas. Las flores estaminadas tienen anteras que producen
grandes cantidades de granos de polen. El ovario usualmente carece de évulos
y muestra sélo masas de tejido funicular, en ocasiones algunos individuos
presentan un pequeio numero de ovulos los cuales a pesar de iniciar su
desarrollo nunca alcanzan la madurez, aunque el estilo y estigma estan
totalmente desarrollados. Las flores pistiladas son mas pequefas que las
hermafroditas, hay produccién de frutos y las anteras carecen de polen. En las
flores hermafroditas tanto el gineceo como el androceo son funcionales,
mientras que en las neutras ninguno de los verticilos sexuales son funcionales
(Fleming et al., 1994). Nufez (2004) en su estudio embriolégico encontré que la
pared de la antera de la flor pistiladas es aparentemente normal, no obstante la
pared de calosa que rodea a la microspora es anormal, y los granos de polen
jovenes presentan solo restos de citoplasma colapsado, por lo que no son
viables. Este mismo autor observo que en las flores estaminadas los évulos son
de dos tipos; el primero contiene funiculos que finalizan en protuberancias
nucelares y no desarrollan tegumentos; en el segundo los 6vulos son amorfos,

con la nucela cubierta parcial o totalmente por los tegumentos y el funiculo.

Lindsay y Dawson (1952) proponen que Mammillaria dioica posee dos
sistemas sexuales el ginodioico y el trioico, sin embargo, las evidencias no han
sido contundentes para demostrar su verdadera sexualidad. En el estudio
realizado por Sanchez (2007) en una poblacion de Baja California Sur, se
encontraron dos morfos florales, el bisexual y el femenino, por lo que concluye
que esta poblacion es ginodioica. La flor bisexual, al igual que la femenina,
presenta un ovario con numerosos ovulos viables; el estilo y estigma estan bien
desarrollados. En la flor bisexual los estambres producen una gran cantidad de
granos de polen altamente viable. En la flor femenina, las anteras se atrofian al
iniciarse la meiosis de las células madres de las microsporas y en consecuencia

no se forman granos de polen. El tapete muestra un desarrollo anormal, es
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biestratificado y el estrato interno desarrolla engrosamientos fibrosos en sus
paredes celulares semejantes a las del endotecio, las anteras se observan
completamente colapsadas en la antesis. Lindsay y Dawson (1952) en la
misma especie senalan que el morfo masculino es estéril femenina; ademas
mencionan que M. neopalmeri presenta dos tipos de sistemas reproductivos el

ginodioico y el trioico.

Neobuxbaumia mezcalaensis, tiene un sistema sexual androdioico, ya
que presenta plantas con flores hermafroditas y plantas con flores masculinas
(Valiente-Banuet et al., 1997). Las flores masculinas tienen anteras que
producen grandes cantidades de granos de polen, el gineceo esta
completamente reducido con el ovario sin 6vulos maduros y no producen frutos.
En la flor hermafrodita tanto el gineceo como el androceo son funcionales. Los
granos de polen producidos por ambos tipos florales, forman tubos polinicos, por

lo que concluyen que ambos son funcionales.

En Echinocereus coccineus se ha reportado la presencia de flores
unisexuales, dando como resultado un sistema sexual dioico. En las flores
femeninas existen ovarios, estilos, estigmas y évulos bien formados, producen
frutos. Los estambres son cortos, con anteras colapsadas que no producen
polen. En las flores masculinas tienen ovarios, estilos, estigmas y 6vulos bien
formados, estos no son funcionales ya que no producen frutos; los estambres
tienen anteras que producen grandes cantidades de granos de polen viables
(Hoffman, 1992).

Echinocereus yavapaiensis tiene un sistema sexual dioico, donde las
flores masculinas no producen frutos, el estigma y la cavidad del ovario se
encuentran reducidos en comparacion con las flores femeninas, de las cuales
solo se menciona que las células madres de las microsporas no sufren meiosis,

por lo tanto son estériles masculinas (Baker, 2006). Por ultimo Rebman (2003;
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en Baker, 2006) propone que E. monbergerianus posee un sistema sexual trioico

pero no se mencionan los detalles.

Nyffeler (2002) y Edwards et al., (2005) en sus estudios de filogenia
molecular de la familia, encontraron que las pereskias aunque no son un grupo
monofilético, si representan el grupo basal de Cactaceae. Entre los caracteres
primitivos se encuentran: habito arboreo o arbustivo, semejante al de otras
dicotiledéneas lefosas; hojas laminares grandes bien desarrolladas; receptaculo
de la flor con bracteas o escamas provistas de aréolas axilares; ovario supero a
semi supero formado por varios carpelos, los cuales se unen y forman un solo
estilo con I6bulos estigmaticos libres; estambres numerosos; semillas con
embridén grande y cotiledones foliaceos (Bravo, 1978). Las especies del género
Pereskia que poseen flores unisexuales se distribuyen en las islas del Caribe,
Pereskia zinniiflora localizada en Cuba, P. portulacifolia en Haiti y Republica
Dominicana, P. quisqueyana en Republica Dominicana y P. marcanoi en Haiti y

Republica Dominicana (Fig.2).

aiti Replblica
: = j Dominicana
Jamaica 3

< Pereskia marcanoi

<@ Pereskia portulacifolia

A Pereskia guisgueyana
B Pereskia zinniifiora

Figura 2. Distribucion de las especies del Género Pereskia que presentan flores unisexuales.
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-Pereskia portulacifolia (L.) DC.

Arbol o arbusto de 3-5(-10) m de alto (Fig. 3); el tronco mide de 15-20 cm de
diametro. Las Raices son fibrosas. Las Aréolas son circulares a transversales-
elipticas miden 1-5 mm de diametro en las juveniles y de 7-9 mm en las aréolas
del tronco. Las hojas varian en forma y tamafo, de obovada-espatulada a
espatulada. Las Espinas son de 0-3 en las aréolas juveniles de varios tamafros,
rigidas, extendidas y rojizas; las espinas aumentan en numero hasta 50 en las
aréolas mas viejas, miden 10-22 mm de longitud y 0.5-0.6 mm de grosor. Flores
imperfectas, unisexuales, terminales o subterminales, una flor por cada aréola;
30-50 mm de diametro, corola esférica. Flores estaminadas de color rosa
brillante a purpura (Fig. 4), con receptaculo turbinado de 6-8 mm de didametro,
liso; estambres aproximadamente 200 mas largos que el estilo; filamentos de
color rosa igual que las anteras, donde hay desarrollo de polen funcional; ovario
infero sin 6vulos; el estilo reducido, mide 2-3.5 mm de longitud y 0.5-1 mm de
diametro, con bifurcaciones que forman Iébulos estigmaticos, sin papilas. Flores
pistiladas similares a las estaminadas, excepto en la forma del receptaculo y en
los verticilos sexuales; receptaculo de 10 mm de diametro, en forma de copa,
subglobular; estambres reducidos, estériles; ovario infero con numerosos 6vulos;
estilo aproximado de un mm de longitud y en didmetro, acanalado; I6bulos del
estigma aproximadamente 10, miden 7 mm de longitud, subhorizontales y
separados. El Fruto es subgloboso mide de 18-19 mm es liso a aspero cuando
esta seco. Semillas numerosas, obovadas, 3-3.5 mm de longitud y 1.2 mm de

grueso, lisas en los lados y de color negro brillante (Leuenberger, 1986).

Figura 4. Flor masculina de P. portulacifolia
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Abordar el desarrollo de la flor masculina de una especie funcionalmente
dioica, Pereskia portulacifolia nos puede permitir conocer cual es la condicion
ancestral del androceo y gineceo que llevan a la unisexualidad en este género.
Para ello es importante considerar las estructuras vestigiales en diversas partes
del gineceo atrofiado como la presencia o ausencia de estigma, la presencia o
ausencia de primordios ovulares y la reduccion de la camara ovarica. En cuanto
al androceo es necesario conocer si ocurre correctamente la meiosis y si las

anteras son dehiscentes o no.

Si el desarrollo del gineceo de Pereskia portulacifolia es similar al de las
otras especies dioicas de cactaceas, entonces se podra observar aborcion en
algunas estructuras del gineceo y se encontraran los estados ancestrales de la

unisexualidad masculina en la familia Cactaceae.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer el desarrollo embriologico de las flores funcionalmente masculinas de

Pereskia portulacifolia.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Describir el desarrollo de la pared de la antera.

e Describir el desarrollo del grano de polen, incluyendo Ia

microsporogénesis y la microgametogénesis.

e Describir la morfologia del grano de polen maduro.

e Describir el desarrollo del gineceo.
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MATERIAL Y METODOS

Sistema de estudio

Pereskia portulacifolia fue colectada en Santo Domingo, Republica Dominicana.
Se distribuye al suroeste de Republica Dominicana casi en la frontera con
Haiti, en este ultimo pais se encuentra al sureste casi en la frontera con
Republica Dominicana (Fig. 5). El periodo de floracion abarca los meses de

marzo a agosto, y el de fructificacion de mayo a agosto.

Figura 5. Principal area de distribucion de P. portulacifolia (color verde). Zona de colecta (*).
Modificado de Garcia (2006).
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-Zona de colecta

El material biolégico de Pereskia portulacifolia fue colectado en el Jardin
Botanico Nacional Dr. Rafael Ma. Moscoso de Republica Dominicana, ubicado
en la Cd. de Sto. Domingo. Esta localizado en el sector Altos de Gala, Santo
Domingo, a una elevacion que fluctua entre 70-80 msnm. El clima es tropical,
humedo, con una precipitacion media anual de 1366 mm, una humedad relativa
de 83.7% y una temperatura promedio de 25.8°C. El suelo es de origen calizo,
poco profundo y de escasa fertilidad. El relieve es ligeramente plano y con

numerosas ondulaciones.

Colecta del material biolégico

Se colectaron botones florales en distintas etapas de desarrollo y flores en
antesis las cuales se fijaron en alcohol 70%. Esta colecta se realiz6 de
individuos masculinos localizados en el Jardin Botanico Nacional Dr. Rafael
Ma. Moscoso en Santo Domingo, Republica Dominicana, el 8 y 9 de junio del
2006.

Procesamiento del material

Los botones florales se separaron de acuerdo a su diametro mayor en la parte
media del botéon y se establecieron etapas de desarrollo, siendo la ultima las
flores en antesis (Tabla 2).

-Deshidratacion

Para deshidratar los tejidos, estos pasaron por etanoles graduales (70%, 85%,
96%, 100% y 100%) de 45 minutos a una hora en cada uno. Una parte del

material se incluyéo en Paraplast y LR-White y otra se procesd para ser

observada en el microscopio electronico de barrido.
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Tabla 2. Etapas de desarrollo establecidas.

Etapa Diametro del botén (mm)
2.72 - 3.21
3.26 —3.77
4.62 —5.38
5.48 —6.13
6.36 — 6.89

7.5-8.28
8.4 -9.04
9.2-943

9.76 — 10.14

10.47 - 11.27
11.55-13.9

Antesis

Sl S|©e|m|No o wih| =

-Inclusién en paraplast

Para incluir en paraplast, después de la deshidratacion, el material se
paso inicialmente en xilol por 15 minutos y posteriormente por mezclas de xilol-
paraplast en proporciones 1:1 durante 12 h como tiempo minimo y 24 h como
maximo dentro de una estufa a una temperatura entre 55°C y 60°C.
Posteriormente las muestras se impregnaron con paraplast puro durante 24 h y

se incluyeron en paraplast puro en moldes metalicos.

Del material incluido se obtuvieron cortes de 10 um de grosor en un
micrétomo de rotacién American Optical 820. Los cortes se desparafinaron
durante 20 a 30 minutos, se pasaron por tres cambios de xilol, por un cambio
en la mezcla de xilol- etanol absoluto (1:1) y se hidrataron hasta etanol 96%
durante tres minutos cada uno, y se tiferon con safranina-verde rapido en

metilcelosolve (Lépez et al., 2005).

-Inclusion en LR-White

Para llevar a cabo la inclusion de LR-White, después de la deshidratacion, las
muestras se colocaron en una mezcla de resina LR-White-etanol absoluto (1:1)
durante 2 h. Posteriormente se impregnaron en LR-White puro durante 12
horas (2 cambios). La polimerizacion se llevé a cabo en ausencia de oxigeno
en capsulas de plastico en una estufa a 56°C. Se realizaron cortes de 1-2 ym

de grosor en un ultramicrétomo JMC-MT 990 con cuchillas de vidrio, algunos
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de los cortes se tifieron con azul de anilina decolorado 1% y otros se tifieron

con azul de toluidina 1% (Lopez et al., 2005).

Los cortes obtenidos de ambas técnicas, los que se tifieron con azul de
anilina decolorado se observaron y fotografiaron por medio de fluorescencia en
el microscopio de Olympus BH-2, mientras que los cortes que se tifieron con
azul de toluidina y safranina-verde rapido se observaron por microscopia

fotonica en el microscopio de Olympus Provis AX70.

-Microscopia electronica de barrido

Para conocer el desarrollo de los verticilos sexuales, se disectaron total o
parcialmente botones y flores de todas las etapas de desarrollo, removiendo las
unidades del perianto. Después de llevar a cabo la deshidratacién en etanoles
graduales, se proceso6 el material en una desecadora de punto critico con CO:
CPD 030Bal-Tec. Este material se monté en portamuestras metalicos sobre
cinta conductora de carbdn y se cubrieron con oro en una ionizadora Denton
Vacuum Desk-Il, para posteriormente ser observados en el microscopio
electronico de barrido Jeol JSM-5310 LV. Del material observado se tomaron

placas fotograficas T-MAX 100.

Las técnicas utilizadas se sintetizan en el diagrama de flujo de la figura 6.
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Colecta de flores en antesis y botones florales en distintas etapas de desamollo

!
Fijacidn en alcohol 70%

!

Dieshidratacién en etanocles graduales (70%, B5%, 96%, 100%)

! : !

Técnica en paraplast Té&cnica en LR-White Desecado a punto
T I critico con CO,
Impregnacion: Impregnacion:
Xilol por 15 min. Mezcla -LR-White etanal 100% (1:1)
xilol-paraplast (1:1) -LR-White puro (2 cambios)
l Montado en
: portamuestras
Inclusian Ef paraplast Inclusion en LR-White pura matalicos

Cortes de 10 ym

l

Cortes de 1-2 ym

Hidratacitn a etanol 96% Metalizacién con oro
Tingian; Tingion: azul
l azul de de anilina
Tincién: Safranina-verde toluidina decelorado
répido

Chservacion, registro fotografico
y andlisis de resultados

Figura 6. Diagrama de flujo de la inclusion en paraplast, inclusion en LR-White y Microscopia

electronica de barrido.

23



RESULTADOS

Utilizando microscopia electrénica de barrido y realizando cortes
histolégicos, se compard y describio el desarrollo embriolégico del morfo floral
masculino de Pereskia portulacifolia. La presente descripcion inicia a partir del
momento en que los primordios carpelares se hacen evidentes entre los

primordios estaminales.

MORFOLOGIA FLORAL

El morfo floral masculino en antesis presenta un androceo que tiene estambres
con filamentos largos y sinuosos, anteras dehiscentes de color rosa, las cuales
producen una gran cantidad de granos de polen (Fig. 7A). El gineceo tiene un
ovario infero y unilocular con la base céncava, sin 6vulos (Figs. 7B, C). El estilo
esta reducido (estilodio), acanalado y tiene una abertura central; el estigmodio
muestra bifurcaciones que forman de seis a ocho l6bulos estigmoides que

carecen de papilas (Figs. 7D, E).

DESARROLLO DE LOS VERTICILOS SEXUALES

-Desarrollo del androceo del morfo floral masculino

En el morfo floral masculino se lleva a cabo el desarrollo tanto de estambres
como de carpelos. En los botones florales mas jévenes (etapa 1) se observan
primordios de estambres que rodean a los primordios carpelares (Fig. 8A). En
las etapas siguientes (3, 4) es notable que los estambres contindan
diferenciandose y son mas largos que los Iébulos estigmoides, las anteras
empiezan a tomar una forma bilobulada y tetrasporangiada. (Figs. 8B, C). En
las etapas posteriores (5-8) los filamentos de los estambres contintan
alargandose haciéndose sinuosos; los estambres crecen hasta cubrir por

completo al estilodio (Figs. 8D, E).
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Figura 7. Morfologia de la flor masculina en antesis. A) Flor vista de frente, donde se
observa el androceo con numerosas anteras. B) Ovario sin évulos (MEB). C) Corte longitudinal
de flor donde se observa un ovario sin évulos. D) Los estambres son mas largos que el
estilodio, los lobulos estigmoides son filiformes (MEB). E) Corte longitudinal de un Iébulo
estigmoide mostrando el maximo crecimiento de algunas células epidérmicas sin llegar a

diferenciarse en papilas.
A: antera, Ce: células epidérmicas, Es: estigmodio, Et: estilodio, F: filamento, O: ovario.

Con relacion al desarrollo de la antera, podemos observar que en los
primordios de antera se diferencian cuatro protuberancias, las cuales estan
constituidas por una protodermis que rodea al tejido arquesporial y que
corresponden a los futuros microsporangios (Fig. 9A). Las células arquesporiales
se dividen en sentido periclinal, con respecto a la superficie, para dar origen a
dos estratos celulares, el adyacente a la epidermis corresponde a la capa
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parietal primaria y el otro dara origen al tejido esporogeno. La capa parietal
primaria se divide periclinalmente para formar a las capas parietales secundarias

externa e interna (Fig. 9B) a partir de las cuales se formara la pared de la antera.

La pared de la antera joven en el estado premeidtico del as células
madres de las microsporas, estd compuesta por cuatro capas uniestratificadas:
epidermis, endotecio, capa media y tapete de tipo secretor. Dentro de cada
esporangio las células del tejido espordgeno se diferencian en las células
madres de las microsporas, las cuales se rodean de una pared de calosa y
entran a meiosis (Fig. 9C). En esta etapa las células del tapete son binucleadas,
tienen una forma cubica y presentan un citoplasma denso, mientras que la capa
media empieza a degenerar (Fig. 9D). Al término de la meiosis se forman
tétradas de microsporas del tipo tetraédricas en su mayoria y en menor cantidad
tétradas isobilaterales (Figs. 9E; 10A, B).

Las tétradas de microsporas se separan al degradarse la pared de
calosa, quedando microsporas unicelulares libres, las cuales crecen

rapidamente y la pared de éstas se engrosa (Figs. 10C).

En etapas subsiguientes (9,10) podemos notar un desarrollo mas
avanzado de la pared de la antera. Esta formada por la epidermis y el endotecio,
la capa media se degrada por completo y sdlo quedan restos del tapete. El
endotecio desarrolla engrosamientos fibrosos en forma de barra (Fig. 10D) y los

granos de polen aumentan de tamafio (Fig. 10E).

La microspora se divide de manera desigual originando una célula
vegetativa y una célula generatriz de menor tamafno, convirtiéndose en un grano
de polen bicelular (Fig. 11A). Antes de la dehiscencia de la antera, la célula
generatriz se divide mitéticamente dando origen a dos células espermaticas, por
lo que los granos de polen son liberados en etapa tricelular (Figs. 11B, C).

Desde la etapa 11 las anteras comienzan su dehiscencia. La pared de la antera
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s6lo se observa la epidermis y el endotecio, las cuales se encuentran
adelgazadas en la zona del estomio (Fig. 11D). Al momento de la dehiscencia, la
cual ocurre en antesis, el septo de la antera, situado entre los dos

microsporangios de cada l6bulo se rompe en la zona del estomio.

La dehiscencia de las anteras es longitudinal extrorsa (Fig. 11E),
liberando de esta manera a los granos de polen, los cuales son pericolpados, 12
colpos cortos, con membrana microequinada. Exina tectada, perforada vy
equinada (Figs. 12A, B, C, D).
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Figura 8. VERTICILOS SEXUALES. Vista al
microscopio electronico de barrido. A) Vista lateral de
los multiples primordios estaminales y carpelares,
estos Ultimos fusionados en su base dan origen al
ovario. Etapa 1. B) Vista lateral, los estambres ya son
mas largos que el estilodio. Etapa 3. C) Vista lateral,
estambres mas desarrollados que en la etapa anterior;
los lobulos estigmoides se observan separados; el
estilodio se ve mas engrosado. Etapa 4. D) Ldbulos
estigmoides alargados; el estilodio sigue
engrosandose; los filamentos de los estambres son
alargados y sinuosos; las anteras dorsifijas (flecha) se
distinguen tetrasporangiadas. Etapa 5. E) Estambres
mas alargados que las etapas anteriores; ovario
abortado sin ovulos; los I6bulos estigmoides son
filiformes. Etapa 8.

A: antera, Es: estigmodio, Et: estilodio, F:
filamento, Le: I6bulos estigmoides, O: ovario, PC:
primordios carpelares, PE: primordios estaminales.
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Figura 9. Microsporogénesis y
desarrollo de la pared de la antera.
A) Corte transversal de primordio de
antera, ligeramente bilobulado, la
protodermis rodea al tejido arquesporial,
también se observa el tejido conectivo.
Etapa 1. B) Corte longitudinal de antera, la
flecha indica la divisiéon periclinal de una
célula de la capa parietal primaria
originando una capa parietal secundaria

interna y otra externa. Etapa 2. C) Corte transversal de antera, mostrando la pared de la antera
compuesta por una epidermis, endotecio, capa media y tapete con células uninucleadas. Al
centro las células madres de las microsporas. Etapa 3. D) Corte longitudinal de antera,
mostrando algunas células madres de las microsporas en meiosis rodeadas de calosa. La capa
media empieza a degenerar y las células del tapete son binucleadas. Etapa 4.
E) Tétradas tetraédricas de microsporas, observadas con fluorescencia. Etapa 5.

Ca: calosa, Cm: capa media, cmmi: células madres de las microsporas, E: epidermis,

En: endotecio, Pr: protodermis, T: tapete, TC: tejido conectivo, TE: tejido esporégeno.
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Figura 10. Tétradas de microsporas,
maduracién del grano de polen y
diferenciacion de la pared de la antera.
A) Corte transversal de antera, tétradas
tetraédricas de microsporas y pared de la
antera formada por epidermis, endotecio y
tapete glandular en degeneracién. Etapa 5.
B) Tétrada isobilateral de microsporas.
Etapa 5. C) Corte transversal de antera
que muestra un grano de polen
unicelulares y tapete en degeneracion.
Etapa 6. D) Corte transversal de antera, se
observa epidermis y endotecio con

engrosamiento en forma de barra. Etapa 9. E) Granos de polen esféricos. Etapa 10.
E: epidermis, En: endotecio, Gp: grano de polen, T: tapete.
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Figura 11. Microgametogénesis. A) Grano
de polen bicelular donde se observan a la
célula generatriz y la célula vegetativa. La
exina posee espinulas. Etapa 10. B) Grano
de polen donde se observa el proceso de
division mitética que lleva a cabo la célula
generatriz (flecha). Etapa 11. C) Grano de
polen ftricelular. Etapa 12. D) Corte
transversal de antera al inicio de |la
dehiscencia mostrando el estomio (flecha)
Etapa 11. F) Antera dehiscente de flor en
antesis liberando los granos de polen

maduros. Las células epidérmicas son globosas (MEB).
CG: célula generatriz, CV: célula vegetativa, E: epidermis, En: endotecio, Gp: grano de polen,

SP: célula espermatica.
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Figura 12. Morfologia del grano de polen maduro. A) Grano de polen en vista polar, las
flechas indican los colpos. Etapa 11 (MEB). B) Grano de polen en vista ecuatorial, las flechas
indican los colpos. Grano de polen pericolpado, con 12 aberturas. Etapa 11 (MEB). C) Grano de
polen donde se llega a observar una exina tectada (flechas) y la intina. Etapa 11. D)
Acercamiento a la pared. Exina perforada y equinada, la abertura con membrana

microequinada. Etapa 11 (MEB).

-Desarrollo del gineceo del morfo floral masculino

Una vez que se ha formado el ovario, los apices de los primordios
carpelares se ven separados y por fusion de sus paredes laterales comienzan a
formar el estilodio (Fig. 8A). En etapas posteriores (3-5), el estilodio presenta

bifurcaciones en el apice que daran origen a los I6bulos de un estigmodio (Figs.
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8B, C, D). Siguiendo con el desarrollo del estilodio, éste alcanza una longitud
menor que los estambres, llega a medir de 1.8-3.5 mm de longitud y de 0.8-1
mm de diametro, es acanalado (Fig. 13A) y tiene una abertura central. En P.
portulacifolia la epidermis interna de los carpelos no esta diferenciada en células
secretoras. El tejido de transmisién abarca de tres a ocho estratos de células
subepidérmicas. Este canal tiene mayor diametro en la zona donde se inserta el
estigmodio y se va reduciendo hasta llegar a la zona de insercion con el ovario,

donde es de menor diametro (Figs. 13 C-E).

El estigmodio llega a medir de 0.5-0.8 mm de longitud y esta compuesto
de seis a ocho lébulos estigmoides filiformes (Figs. 13A, B). En los Idbulos
estigmoides no se observa la diferenciacion de papilas estigmaticas (Fig. 14A).
En las siguientes etapas (7-10) en la epidermis adaxial de los lobulos
estigmoides se observa el maximo crecimiento de algunas células epidérmicas,
sin llegar a diferenciarse en papilas (Figs. 14B, C, D) y en las flores en antesis
es notable el colapso de estas células (Fig. 14E). Tampoco se observd ningun

grano de polen adherido ni germinado sobre los I6bulos estigmoides.

Con respecto al ovario podemos decir que es infero y que a lo largo del
desarrollo la cavidad crece. En ninguna etapa del desarrollo se observaron ni
ovulos maduros ni primordios de 6vulos (Figs. 8F; 13A; 15A, B, D), solamente
protuberancias placentarias (Figs. 15C, E), las cuales son extensiones del
tejido de la zona de fusién de los carpelos, aunque éstas no llegan al centro del
ovario, por lo tanto es unilocular. Algunas de estas protuberancias placentarias
presentan drusas (Fig. 15E). En la flor en antesis las células del tejido
placentario se van colapsando con forme avanza el desarrollo del gineceo
(Figs. 16A, B, C, D).
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Ce: canal estilar, E: epidermis, Et: estilodio, Hv:

ovario, Tt: tejido de transmision.

Figura 13. Estigmodio y estilo. A) Vista
lateral, donde se observa un ovario infero
vacio, un estilodio acanalado y el
estigmodio formado por Iébulos filiformes.
Etapa 10 (MEB). B) Corte transversal del
estigmodio, se observan siete I6bulos
estigmoides. Etapa10. C) Corte transversal
del estilodio cercano al estigmodio,
mostrando “canal estilar’, tejido de
transmision, haces vasculares, cértex y
epidermis externa. Etapa 10. D) Corte
transversal del estilodio, aproximadamente
de la regién media. Etapa 10. E) Corte
transversal del estilodio cercano a la zona
de insercion al ovario. Etapa 11.

haz vascular, Le: I6bulos estigmoides, O:
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Figura 14. Lobulos estigmoides. A) Vista lateral de los lI6bulos estigmoides en la cara adaxial,
no se observa la diferenciacién de papilas estigmaticas. Etapa 4 (MEB). B) Acercamiento a la
zona adaxial de un lobulo estigmoide mostrando el crecimiento de las células epidérmicas, sin
llegar a ser papilas. Etapa 7 (MEB). C) Vista lateral de los l6bulos estigmoides de la etapa 9
(MEB). D) Corte longitudinal de un Iébulo estigmoide donde se observa el maximo crecimiento
de algunas células epidérmicas adaxiales con paredes celulares gruesas. Etapa 10. E)
Acercamiento de I6bulo estigmoide de flor en antesis mostrando el colapso de las células
epidérmicas adaxiales (MEB).
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Figura 15. Ovario. A) Corte longitudinal del ovario joven
donde se observan protuberancias placentarias. Etapa 3
(MEB). B) Ovario con protuberancias placentarias y
creciendo hacia el interior del I6culo pero sin llegar a formar
septos. Etapa 4 (MEB). C) Acercamiento de protuberancia
placentaria. No se observan primordios ovulares. Etapa 5
(MEB). D) Corte longitudinal de un ovario sin évulos,
mostrando protuberancias placentarias. Etapa 9. E)
Acercamiento de una protuberancia placentaria, mostrando
drusas.

C: carpelos, Dr: drusa, Pp: protuberancias placentarias.
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Figura 16. Ovario en una flor en antesis. A) Placentas atrofiadas, cuyas células epidérmicas
se observan colapsadas (MEB). B) Corte longitudinal de un ovario vacio. C) Corte transversal

de un ovario vacio que presenta Unicamente placentas en degeneracion. D) Acercamiento de
una protuberancia placentaria.
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DISCUSION

Generalmente el género Pereskia es hermafrodita. Sin embargo existen especies
de las islas del Caribe que presentan flores unisexuales con diferentes sistemas
sexuales. Pereskia zinniiflora localizada en Cuba posee un sistema sexual dioico,
P. portulacifolia en Haiti y Republica Dominicana es dioica, mientras P.
quisqueyana es androdioica y se encuentra en Republica Dominicana
(Leuenberger, 1986). Por ultimo P. marcanoi presenta un sistema sexual dioico y
se localiza en Haiti y Republica Dominicana (Areces-Mallea, 1992). Posiblemente
la unisexualidad de estas cuatro especies del Caribe se deba a que tienen un
ancestro en comun (Edwards et al., 2005).

La flor funcionalmente masculina de Pereskia portulacifolia, inicia el
desarrollo tanto del androceo y gineceo, pero este ultimo no es funcional. Posee
un ovario infero, presente en P. zinniiflora, P. quisqueyana (Leuenberger, 1986) y
P. marcanoi (Areces-Mallea, 1992), en las demas especies de Pereskia el tipo de
ovario es supero o semisupero (Ross, 1982; Leuenberger, 1986; Jiménez, 2002).

Mientras que en el resto de la familia es de tipo infero (Ross, 1982).

La cavidad del ovario de la flor masculina de P. portulacifolia es reducida
en comparacion con la flor femenina (Leuenberger, 1986), lo mismo ocurre en
P. zinniiflora (Leuenberger, 1986) y P. marcanoi (Areces-Mallea, 1992).
También sucede en algunas especies de la subfamilia Opuntioideae, en
Opuntia robusta (Silva, 2007) y Opuntia stenopetala, algunos individuos de esta
ultima especie no desarrollan el ovario (Orozco, 2002). En la subfamilia
Cactoideae ocurre en Echinocereus yavapaiensis (Baker, 2006) y Pachycereus

pringlei (Fleming et al., 1994).
En P. portulacifolia no se encontraron évulos en ningun botén floral ni flores

masculinas en antesis, aunque es necesario ampliar la revision a otros individuos.

En las especies del género Pereskia que presentan flores masculinas la ausencia
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de 6vulos ocurre ocasionalmente en P. zinniiflora, ya que P. quisqueyana y P.

marcanoi tienen 6vulos anormales (Leuenberger, 1986; Areces-Mallea, 1992).

En la subfamilia Opuntioideae la ausencia de évulos ocurre ocasionalmente
en las flores masculinas de O. stenopetala y O. robusta, sin embargo, hay flores
que tienen primordios ovulares (con crecimiento amorfo de la nucela) en la parte
basal del ovario (Orozco, 2002; Silva, 2007). En las flores masculinas de siete
especies del género Consolea (C. spinosissima, C. corallicola, C. rubescens, C.
millspaughii, C. moniliformis, C. nashii y C. picardae) hay presencia de o6vulos,
pero en etapa de antesis éstos se encuentran totalmente degenerados, en el saco
embrionario la célula central acumula numerosos granos de almidén mientras que
de genera el aparato ovocelular (Strittmatter y Negrén-Ortiz, 2000; Strittmatter et
al., 2002, 2006, 2008; Negron-Ortiz y Strittmatter, 2004).

En la subfamilia Cactoideae, las flores masculinas de Pachycereus pringlei
usualmente carecen de o6vulos y en su lugar se encuentran masas de tejido
funicular, algunos individuos presentan 6vulos los cuales a pesar de iniciar su
desarrollo a semilla nunca alcanzan la madurez o son anormales (Fleming et al.,
1994; Nunez, 2004).

El estigmodio de la flor masculina de P. portulacifolia esta formado de seis a
ocho lébulos estigmoides filiformes, sin papilas estigmaticas. En P. zinniiflora, P.
quisqueyana y P. marcanoi en sus flores masculinas, sus lobulos estigmaticos
carecen también de papilas estigmaticas (Leuenberger, 1986; Areces-Mallea,
1992). En la subfamilia Opuntioideae, la flor masculina de O. stenopetala presenta
un estilodio que termina en punta (Orozco, 2002), mientras que en las flores
masculinas de O. robusta, C. spinosissima 'y C. rubescens los I6bulos estigmaticos
permanecen cerrados (Strittmatter y Negron-Ortiz, 2000; Strittmatter et al., 2002,
Silva, 2007; Hernandez, 2008).
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En la subfamilia Cactoideae, la zona estigmatica se encuentra reducida en
las flores masculinas de Neobuxbaumia mezcalaensis (Valiente et al., 1997),
Echinocereus coccineus (Hoffman, 1992) y Echinocereus yavapaiensis (Baker,

2006) con respecto a sus flores hermafroditas o femeninas.

En el presente trabajo se considera que en las flores masculinas de P.
portulacifolia no presentan estilos huecos tipicos, ya que en esos casos el tejido
de transmision corresponde a la epidermis interna de los carpelos. En P.
portulacifolia esa epidermis no esta diferenciada en células secretoras, el tejido de
transmision abarca de tres a ocho estratos de células subepidérmicas y no se
observé ningun grano de polen adherido ni germinado sobre los Iébulos
estigmoides. Mientras que en la subfamilia Opuntioideae, las flores masculinas
de Opuntia robusta no presentan estilos huecos tipicos y el tejido de
transmisién es reducido, pero a pesar de esto el estigma y el tejido de
transmisién son funcionales, ya que se detectaron tubos polinicos creciendo
por estos tejidos (Hernandez, 2008); esto mismo se observa en C. spinosissima
(Strittmatter et al., 2002).

En la flor masculina de P. portulacifolia las células del tejido placentario se
van colapsando conforme avanza el desarrollo del gineceo, lo cual puede deberse
al proceso de muerte celular programada. En el estudio realizado por Hernandez
(2008) en O. robusta utilizando la prueba de TUNEL, que detecta muerte celular,
encontré que en la placenta de las flores masculinas en etapas avanzadas el

numero de células con DNA fragmentado era mayor.

En la flor masculina de P. portulacifolia la pared de las anteras jovenes
estan compuestas por la epidermis, el endotecio, la capa media y el tapete de tipo
secretor; en la pared de la antera madura persisten la epidermis y el endotecio,
son caracteristicas que comparte con el resto de la familia (Tiagi, 1970; Johri et al.,
1992), asi como en Pereskia lychnidiflora (Jiménez, 2002), O. stenopetala

(Orozco, 2002), O. robusta (Silva, 2007), Consolea millspaughii, C. moniliformis, C.
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nashii, C. rubescens, C. picardeae, C. spinosissima (Strittmatter et al., 2002, 2006)

y en Mammillaria dioica (Sanchez, 2007).

En P. portulacifolia en sus flores masculinas se observaron tétradas de
microsporas del tipo tetraédricas en su mayoria y en menor cantidad tétradas
isobilaterales a diferencia de P. lychnidiflora (Jiménez, 2002), O. stenopetala
(Orozco, 2002), O. robusta (Silva, 2007), C. millspaughii, C. moniliformis, C. nashii,
C. rubescens, C. picardeae, C. spinosissima (Strittmatter et al., 2002, 2006) y M.
dioica (Sanchez, 2007) donde sélo se observaron tétradas del tipo tetraédricas,

también se presentan en la familia tétradas del tipo decusada (Johri et al., 1992).

En las flores masculinas de P. portulacifolia el grano de polen maduro al
momento de la dispersion es tricelular, esta caracteristica ha sido observada en
diversas especies de la familia (Tiagi, 1970; Johri et al., 1992; Jiménez, 2002;
Orozco, 2002; Strittmatter et al., 2006; Silva, 2007; Sanchez, 2007).

Los reportes de flores unisexuales en especies de la familia Cactaceae en
general son muy escasos y para algunas especies son poco descriptivos, en
cuanto al género Pereskia no hay estudios de desarrollo floral, solamente se
basan en descripciones morfolégicas y no de estudios embrioldgicos. Sin embargo
con la poca informacion existente se puede mencionar que en general para las
flores masculinas del género Pereskia parece que hay una tendencia a que el
estilo se vaya reduciendo, los évulos anormales cada vez se presenten en menor
cantidad y la no presencia de 6évulos como en el caso de P. portulacifolia y en
ocasiones P. zinniiflora. Mientras que en la flores masculinas de la subfamilia
Opuntioideae pareciera que hay una tendencia a que el estilo se vaya reduciendo,
igual que la zona estigmatica, los évulos anormales cada vez se presenten en
menor cantidad y la no presencia de évulos como ocurre ocasionalmente en O.
stenopetala y O. robusta. En relacion con las flores masculinas de la subfamilia

Cactoideae la tendencia a que el estilo se vaya reduciendo, igual que la zona
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estigmatica no es tan marcada como en las flores masculinas de las otras dos

subfamilias; los 6vulos anormales cada vez se presenten en menor cantidad.

De acuerdo con Mitchell y Diggle (2005), con su clasificacion de flores
unisexuales, la flor masculina de P. portulacifolia como el resto de flores
unisexuales de la familia Cactaceae es del tipo |, donde la unisexualidad se deriva
de la aborcion de uno de los verticilos sexuales en desarrollo. Soélo en
Selenicereus innesii se menciona que presenta una flor femenina del tipo Il, donde
el meristemo floral desarrolla Unicamente uno de los dos verticilos sexuales
(Kimnach, 1982). Para Parfitt (1985) S. innesii es funcionalmente hermafrodita, sin
embargo las evidencias que presenta no son concluyentes, ya que menciona que
debido sus semillas y frutos no se conocen pero que las flores femeninas

presentan malformaciones en el gineceo.

En la familia Cactaceae unicamente 27 especies agrupadas en 9 géneros
se han reportado que presentan poblaciones con flores unisexuales. Posiblemente
la unisexualidad de las especies de la familia Cactaceae ha surgido en multiples
ocasiones y con diversos origenes, esto se puede decir con base en que los taxas
que presentan flores unisexuales no tienen relacién filogenética estrecha entre si
(Orozco, 2002).

Otra evidencia que apoya que la unisexualidad ha surgido de manera
independiente en varias ocasiones, es que las flores unisexuales presentan
patrones morfologicos diferentes (Orozco, 2002). Si la aborcién o la interrupcién
del desarrollo de cualquiera de los 6rganos sexuales ocurriera en una etapa
determinada en todos los taxas que presentan la unisexualidad, se podria inferir
que se deba posiblemente a la participacion o regulacion de uno o diversos genes
en el desarrollo floral, lo cual al parecer no ocurre asi en Cactaceae, ya que la
etapa de aborcién es distinta para las especies estudiadas. En P. portulacifolia no
hay évulos en las flores masculinas, lo cual ocurre ocasionalmente en P. zinniiflora

(Leuenberger, 1986), mientras que en otra subfamilia, en O. stenopetala en la
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cavidad del ovario puede o no haber primordios de oOvulos los cuales son
anormales y degeneran antes de la meiosis, en esta misma especie puede no
haber cavidad del ovario en el morfo floral masculino, en las flores femeninas la
aborcion de las anteras ocurre antes de la meiosis o en Profase | (Orozco, 2002;
Alfaro 2008). En las flores masculinas de O. robusta se llegan a presentar évulos
que degeneran antes de la meiosis, pero en las flores femeninas la aborciéon de
anteras se presenta antes y después de la meiosis (Silva, 2007; Alfaro 2008). En
las seis especies estudiadas del género Consolea con flores unisexuales, la
aborcién ocurre después de la meiosis en las flores masculinas, mientras que en
las flores femeninas se da siempre en la Profase | (Strittmatter et al., 2002, 2006,
2008). En la subfamilia Cactoideae, en Pachycereus pringlei la aborcion en las
flores masculinas ocurre antes y después de la meiosis, en las flores femeninas la
aborcion ocurre después de la meiosis (Fleming et al., 1994; Nufiez, 2004); en
Mammillaria dioica la aborcidn ocurre al iniciar la meiosis en las flores femeninas
(Sanchez, 2007) y Echinocereus yavapaiensis antes de la meiosis en las flores
femeninas (Baker, 2006). Con base en estos resultados, se sugiere que esto
podria estar ocurriendo dentro de la familia Cactaceae como un evento en
paralelo. Mitchell y Diggle (2005) sefialan que la presencia del dioicismo en
distintas familias de angiospermas puede considerarse como homoplasia (es el
cambio evolutivo paralelo que hace que dos o mas taxas presenten un mismo

caracter adquirido independientemente).

Como se ha mencionado las cactaceas que poseen flores funcionalmente
unisexuales exhiben estructuras rudimentarias del sexo opuesto, lo que
posiblemente indica que han evolucionado de un ancestro hermafrodita, sin
descartar rutas intermedias (ginodioicas, androdioicas o trioicas) que finalicen en
el dioicismo funcional. Para tener una mejor idea acerca del ancestro y las vias
que toma éste para llegar a la unisexualidad, es importante conocer y analizar
detalladamente los eventos ecoldgicos, morfolégicos, moleculares y genéticos que

se combinan para dar como consecuencia flores unisexuales.
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CONCLUSIONES

La flor masculina de Pereskia portulacifolia presenta un androceo que tiene
estambres con filamentos largos y sinuosos, anteras dorsifijas que producen
una gran cantidad de granos de polen, la dehiscencia de la antera es
longitudinal; los granos de polen son esféricos, pericolpados con 12 aberturas,
exina tectada, perforada y equinada y son liberados en etapa tricelular. El
gineceo esta reducido, el ovario es infero con piso céncavo y carece de évulos;
el estilo esta reducido (estilodio) presentando bifurcaciones que forman de seis
a ocho Iébulos estigmoides filiformes, carentes de papilas. Las células del tejido
placentario se van colapsando con forme avanza el desarrollo del gineceo,

posiblemente se deba al proceso de muerte celular programada.

La presencia del fenotipo de ovario sin 6vulos en su totalidad es
expresada soélo en esta especie de cactacea con flores funcionalmente
masculinas, ya que en P. zinniiflora, Opuntia stenopetala 'y O. robusta se

llegan a presentar ocasionalmente algunos évulos, aunque estos son abortivos.
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