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RESUMEN

Begonia es el género con el mayor numero de especies de Begoniaceae, pero
pocas son las especies que han sido estudiadas sobre todo el desarrollo floral y
embrioldgico. De ahi que se decidiera describir ambos aspectos de Begonia
gracilis, una especie monoica de la Reserva Ecologica del Pedregal de San
Angel. No sélo para contribuir a la embriologia de Begoniaceae, sino también
para determinar si el desarrollo de las flores unisexuales obedece a un patron de
unisexualidad por supresion donde solo se inicie un verticilo floral o por aborto
lo cual implica que se inician los dos verticilos, pero uno de ellos aborta en
alguna etapa del desarrollo floral, como recientemente se ha establecido para
especies con flores unisexuales en angiospermas.

Este estudio floral morfologico y embriologico se desarrolld utilizando
técnicas histologicas y de microscopia convencionales, incluyendo desde
etapas tempranas del desarrollo hasta la formacion de la semilla.

Las flores femeninas tienen un ovario infero, tricarpelar y trilocular, la
placenta es axial y bilamelar en cada l6culo. Una vez que los tres carpelos se
cierran para formar el ovario, surge un estilo corto que se trifurca originando
tres estilos y un estigma bilobulado de cada carpelo. Cada estigma es bifido y
papiloso, y cada lobulo se enrolla de manera helicoidal. El o6vulo es
crasinucelado, bitégmico, anatropo, con funiculos cortos y el micrépilo se forma
por ambos tegumentos, los cuales son biestratificados. El saco embrionario es
del tipo Polygonum; los nucleos polares se fusionan antes de la fecundacion.
Las células de la epidermis externa del tegumento externo son globosas y con
nucleos prominentes. Hay taninos en la cdlaza desde etapas tempranas del
desarrollo, asi como en los estigmas, en las placentas y en la pared del ovario.
Existen tricomas globulares en ovarios y tépalos. El fruto es una capsula con

estigma persistente. Las semillas son ovoides y de color pardo claro; cuando son
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jovenes, la exotesta se conforma de células globosas con ornamentacién rugoso-
estriada y posteriormente en las semillas maduras éstas se encuentran
deshidratadas.

Las flores masculinas tienen un androceo formado por aproximadamente
36 estambres, los cuales inicialmente tienen un filamento corto y se elevan de un
receptaculo prominente. El tejido del conectivo se encuentra ampliamente
expandido lateralmente, las anteras son basifijas y su pared tiene una epidermis,
endotecio y tapete uniestratificado, bi- y trinucleado y secretor, mientras que la
capa media tiene tres estratos celulares. La dehiscencia es longitudinal y la
meiosis es simultanea. Las tétradas son tetraédricas e isobilaterales. El polen se
libera en moénadas, es bicelular, tricolporado y estriado, con ornamentacion
verrugosa-estriada en las aberturas. Los filamentos y las anteras presentan
taninos.

Se encontraron algunas caracteristicas que no habian sido registradas,
como la gran cantidad de taninos tanto en las flores femeninas como en las
masculinas. De igual manera se probd que la ornamentacién de la testa no es
granular como se reporta en la literatura, sino rugoso-estriada, que los estambres
no estan unidos por la base y las capas medias no son efimeras como se reportan
para Begoniaceae. El micrépilo estd formado por ambos tegumentos y la
epidermis del 6vulo esta formada por células idiobldsticas en la zona de la
calaza.

En cuanto a la presencia de estilos, algunos autores no los describen o
no dejan clara su existencia, incluso algunos los confunden con estigmas, sin
embargo nuestras observaciones del tejido de transmision demostraron que
en B. gracilis los carpelos en la base del estilo estan fusionados formando una
sola estructura, pero en el apice se separan en tres y a partir de cada uno de
estos estilos surge un estigma bifurcado, papilado y enrollado de afuera hacia

adentro, donde cada lobulo forma una hélice.



No se encontraron reminiscencias de estructuras del sexo opuesto en flores
masculinas ni femeninas, como se ha mencionado en algunas especies tales
como B. semperflorens y B. tuberhybrida. Por lo tanto, el desarrollo de las flores
unisexuales de B. gracilis es por supresion de uno de los érganos sexuales y no
por aborto, como ocurre en la mayoria de las angiospermas con flores

unisexuales.



INTRODUCCION

La familia Begoniaceae (Cucurbitales) tiene tres géneros: Begonia,
Hillebrandia y Symbegonia, éstos dos ultimos representados por pocas especies,
ya que la mayoria se encuentran incluidas en el género Begonia (Gauthier,
1950; Smith y Schubert, 1958; Thompson y Thompson, 1981; Cuerrier et al.,
1990; Lange y Bouman, 1999; Rzedowski y Rzedowski, 2001; Judd e al.,
2002; Forrest y Hollingsworth, 2003; Clement et al, 2004; Matthews y
Endress, 2004; Ye et al., 2004; Forrest et al., 2005; Ma y Li, 2006).

Escasas especies del género Begonia han sido estudiadas dentro de algunos
campos de investigacidon como son: el cultivo de tejidos vegetales (Chlyah y
Tran Thanh Van, 1975; Mangat et at., 1990; Bowes y Curtis, 1991; Burritt y
Leung, 1996; Castillo y Smith, 1997; Bouman y De Klerk, 2001; Burritt y
Leung, 2003; Burritt, 2008), ecologia y polinizacién por engafio (Agren y
Schemske, 1991; Schemske y Agren, 1995; Schemske et at., 1996; Le Corff et al.,
1998; Castillo, 1999; Castillo ez al., 1999; Caballero, 2002; Castillo ez al., 2002a),
Filogenia o Evolucién (Plana, 2003; Plana et al, 2004. Forrest et al., 2005;
McLellan, 2005), Fisiologia (Leshem y Lunenfeld, 1968; Hanisch ten Cate et al.,
1975; Oden y Heide, 1989; Myster et al., 1997; Burritt y Mackenzie, 2003;
Barabé et al,, 2007), Cariomorfologia (Oginuma y Peng, 2002) y Anatomia
(Hall, 1949; Gauthier, 1950; Denle, 1961; Lecocq, 1977; Carlquist, 1985), entre
otros (Kiyokawa et al, 1996; Elsgaard y Andersen, 1998; Wu et al., 2004;
Zambrana-Torrelio et al., 2004; de Weerdt et al., 2006; Ornek et al., 2007).

A pesar de los variados estudios, el desarrollo de las flores unisexuales de
este género ha recibido poca atencion, siendo pocos los autores que se han
enfocado en esta area (Pastrana, 1932; Swamy y Parameswaran, 1960;
Maheswari et al., 1982; Johri et al., 1992; Davis, 1996; Matthews y Endress,
2004).



Las semillas son aparentemente dispersadas por el viento o el agua (de
lluvia) y por las prominentes alas del fruto (frecuentemente asimétricas), las
cuales parecen ayudar en la diseminacidon del mismo (Lange y Bouman, 1999:
Judd et al., 2002; Matthews y Endress, 2004).

Begonia ha sido descrita principalmente como un género monoico, con
flores unisexuales masculinas y femeninas en un mismo individuo, aunque
escasas especies han sido registradas como dioicas. También existen estudios de
especies de Begonia que pueden presentar flores bisexuales, pero no hay detalles
que describan el evento.

Este estudio se centrd en el desarrollo floral, para establecer primero si el
tipo de desarrollo de flores unisexuales se debe a alguno de los dos patrones que
recientemente se establecieron por Mitchell y Diggle (2005). Estos autores
describen que las flores unisexuales pueden obedecer al patron por aborto, lo
cual implica que la flor se inicia como bisexual, pero después el desarrollo de
uno de los verticilos como el androceo o el gineceo se inhibe en alguna etapa, de
tal manera que las flores unisexuales maduras presentan reminiscencias del
verticilo atrofiado. Este patrén de desarrollo es el que predomina en las flores
unisexuales en Angiospermas. El segundo patron establece que en el meristemo
floral sélo se inicia el desarrollo de uno de los verticilos, por lo tanto las flores
maduras masculinas o femeninas nunca presentan reminiscencias del sexo
opuesto.

La otra finalidad de esta investigacién fue analizar la embriologia de
Begonia gracilis, una especie que no ha sido estudiada embrioldgicamente y cuyos
resultados pueden ayudar a conocer mas ampliamente su biologia reproductiva
y por otra parte ayudar a aclarar algunas controversias y a conocer aquellos
eventos del desarrollo que no han sido abordados en ninguna de las especies

estudiadas del género.



ANTECEDENTES

Las begonias son plantas de gran interés horticola, por su follaje y sus
flores (Gauthier, 1950; Hickey y King, 1981; Maheswari et al., 1982; Heywood
et al, 1993; Greyson, 1994; Kiyokawa et al, 1996; Castillo y Smith, 1997;
Rzedowski y Rzedowski, 2001; Judd ez al., 2002; Shui et al., 2002; Espino et al.,
2004; Matthews y Endress, 2004; Ribeiro et al., 2006; Burritt, 2008; Pagina en
red: American Begonia Society, 2008). También son valiosas como fuente de
alimento y compuestos medicinales, ya que éstas son ricas en fructuosa. Los
peciolos y hojas de algunas especies son usados como ‘‘quelites’”’ (Katz, 1992;
Heywood et al., 1993; Castillo y Smith, 1997; Rzedowski y Rzedowski, 2001;
Rojo y Rodriguez, 2002; Basurto-Pefa er al., 2003), saborizantes, purgantes,
antibacteriales, contra la malaria, la faringitis y la estomatitis (Arrazola et al.,
2002; Basurto-Pefia et al., 2003; Wu et al, 2004). Incluso B. gracilis tiene
propiedades antitumorales (Castillo y Smith, 1997).

La mayoria de las especies de Begonia son hierbas, lianas y arbustos. Son
plantas suculentas y perennes, pero también hay ejemplos de plantas lenosas y
anuales. Existen acaulescentes (sin tallo evidente) y caulescentes (con tallo
evidente). Esencialmente son clasificadas de acuerdo al tipo de raices que
poseen, en tuberosas, fibrosas y rizomatosas. Presentan taninos en la hipodermis
de las hojas. Tricomas simples, frecuentemente con un cistolito en la base.
Hojas alternas y asimétricas con muchas formas: elipticas, palmadas,
orbiculares, peltadas, obovadas; con margenes enteros, subenteros, lobados y
compuestos, entre otros. Con superficie glabra a densamente tomentosa. Las
flores presentan un amplio rango de colores, siendo preponderantes el blanco y
el rosa seguidos por el rojo y el naranja en varios matices. Los tiempos de
floracion varian ampliamente, siendo la mayoria de las especies estacionales.

Las inflorescencias son determinadas y axilares (J. M. C., 1882; Rose y Hurd-
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Karrer, 1927; Smith y Schubert, 1941; Smith y Schubert, 1958; Hickey y King,
1981; Thompson y Thompson, 1981; Heywood et al, 1993; Greyson, 1994;
Kiyokawa et al., 1996; Jiménez, 2000; Rzedowski y Rzedowski, 2001; Judd et
al., 2002; Clement et al., 2004; Matthews y Endress, 2004).

Dentro de una misma inflorescencia hay flores pistiladas y estaminadas
ambas con simetria radial. Se describen como plantas monoicas, pero algunos
autores mencionan la existencia de plantas dioicas (Smith y Schubert, 1941;
Hickey y King, 1981; Greyson, 1994; Agren y Schemske, 1995; Jiménez, 2000;
Judd et al., 2002; Matthews y Endress, 2004; Forrest et al., 2005; Rojas y
Holzmann, 2006). El perianto estd constituido por tépalos petaloides libres o
connados en dos verticilos (en casos extremos so0lo dos tépalos permanecen en
un solo verticilo) en flores estaminadas y cinco en un solo verticilo, en flores
carpeladas. Estambres de cuatro a numerosos (raramente sélo tres como en
Begonia sect. Tetraphila y hasta 116 descritos para B. baccata), filamentos distintos
o basalmente unidos (connados); con el conectivo expandido; granos de polen
tricolporados (Maheswari et al., 1982; Judd et al., 2002; Matthews y Endress,
2004). Estambres iniciados centripetamente. Usualmente tres carpelos o
raramente (5-)6(-7); ovario infero, usualmente con tres alas, una mas grande que
las otras dos, con placenta axial y bilamelar. Las partes florales estrechamente
unidas a nivel del perianto y del ovario. Estilos con estigmas bifidos (excepto
algunas especies), enrollados siempre hacia adentro y en espiral, con papilas
unicelulares. Presentan tres estigmas, aunque Judd ef a/. (2002) mencionan que
son seis, alargados, torcidos o enrollados, amarillos y fuertemente papilosos.
Ovulos numerosos en cada loculo. Ausencia de nectarios. Fruto alado,
ocasionalmente una baya. Semillas diminutas, producidas en grandes
cantidades (Smith y Schubert, 1941; Hickey y King, 1981; Thompson y
Thompson, 1981; Heywood et al., 1993; Rzedowski y Rzedowski, 2001; Judd et
al., 2002; Pagina en red: UF, 2003; Matthews y Endress, 2004).



La clasificacion de Begonia ha cambiado abruptamente. Cerca de 50
géneros han sido puestos en sinonimia. En 1855 Klotzsc incluyd 194 especies,
De Candolle (1859) 371, Bentham y Hooker (1867) 350, mientras que Rendez
(1925) senald mas de 400; Bailey (1922) entre 400 y 500 especies; Irmscher
(1925) menciona 750. Incluso en 1855 Klotzch, dividio el género Begonia en 41
nuevos géneros, basado en combinaciones de los caracteres florales. Pero afios
mas tarde De Candolle (1859) s6lo acepta tres géneros (Casparya, Mezierea y
Begonia) y dentro de cada uno varias secciones. En 1925, Irmscher los unifica en
un solo género (Begonia) y crea 60 secciones para Asia, América y Africa
(Gauthier, 1950; Lange y Bouman, 1999; Plana, 2003).

La mayoria de las especies del género Begonia se encuentran en Ameérica
(600) y Asia (650), con sélo cerca de 140 en Africa (Forrest y Hollingsworth,
2003). El género se encuentra ampliamente distribuido en dreas humedas de los
tropicos y subtrdpicos del Viejo y Nuevo Mundo y muy pocas especies en
lugares secos, con cerca de 1400 especies clasificadas en 78 secciones (aunque
algunos autores sefialan que son 66 y otros 63) -cada seccidn se restringe a un
solo continente, excepto las secciones Begonia y Knesebeckia que tienen una
distribuciobn  Americana-Asiatica, aunque este numero puede variar
dependiendo del autor, ya que el subsecuente descubrimiento de muchas
especies intermedias ocasiona que algunos limites de las secciones no puedan
ser bien establecidos (Smith y Schubert, 1941; Gauthier, 1950; Thompson y
Thompson, 1981; Hoover, 1986; Heywood et al., 1993; Lange y Bouman, 1999;
Tebbitt y Dickson, 2000; Oginuma y Peng, 2002; Shui et al., 2002; Forrest y
Hollingsworth, 2003; Tebbitt, 2003; Clement ez al., 2004; Plana et al., 2004; Ye et
al., 2004; Forrest et al., 2005; Jacques y Mamede, 2005; Xing et al., 2005; Ma y
L1, 2006).

El género Begonia esté representado en México y Centro América por cerca
de 144 especies, de las cuales 100 estan en nuestro pais y 74 son endémicas,
mientras que sO0lo 66 especies con 39 endémicas estan registradas en todo
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Centro América (Burt-Utley, 1990; Caballero, 2002). En México, el género se
distribuye desde los estados del norte fronterizos con los Estados Unidos hasta
la zona sur del pais (Burt-Utley, 1990).

Lange y Bouman (1999) sefialan que en contraste a la opinion general de
que el tipo predominante de dispersion de las semillas es por viento, la mayoria
de las especies africanas son dispersadas por animales que comen los frutos o
por que se adhieren a su cuerpo o incluso por el agua de lluvia.

El numero de cromosomas que presentan varian desde 2n=16 hasta
2n=104, sugiriendo que existe una alta poliploidia y aneuploidia en el género,
por lo que el numero base es desconocido y las descripciones cariomorfoldgicas
son escasas (Oginuma y Peng, 2002).

Dentro de los pocos estudios embrioldgicos existentes para Begoniaceae
se encuentran los realizados para B. dichroa y B. anamalaya. Para B. dichroa se
describe que la degeneracion de la antera y del polen en diferentes etapas del
desarrollo es bastante comun, mientras que para B. anamalaya se detecta que la
formacion de los granos de polen es anormal debido a la degeneracion de las
células madres de las microsporas (Maheswari et al., 1982; Johri et al., 1992).
Las tétradas de microsporas son tetraédricas (Davis, 1996), aunque Maheswari
et al. (1982) mencionan que para B. dichroa las tétradas pueden ser tetraédricas,
decusadas e isobilaterales.

En general se observa que la antera es tetrasporangiada y posee cuatro
capas (epidermis, endotecio, capas medias y tapete) con dehiscencia lateral o
poricida, 6vulo anatropo, bitégmico y crasinucelado. Aunque Swamy y
Parameswaran, 1960, asi como Maheswari et al., 1982, indican que existen
especies con Ovulos tenuinucelados, mientras que Matthews y Endress (2004)
sefialan que son ligeramente crasinucelados (con una capa celular parietal).
También se menciona que el micropilo es en zigzag y formado por dos
tegumentos biestratificados, que el saco embrionario es de tipo Polygonum y

que la placenta puede ser parietal o axial (Smith y Schubert, 1941; Smith y

-9-



Schubert, 1958; Corner, 1976; Lecocq, 1977; Hickey y King, 1981; Maheswari et
al., 1982; Johri et al., 1992; Davis, 1996; Tebbitt y Maciver, 1999; Judd et al.,
2002; Matthews y Endress, 2004; Peng et al., 2006).

Algunos autores mencionan que el endospermo puede estar ausente en
la semilla madura (Hickey y King, 1981; Heywood et al, 1993; Judd et al.,
2002; Rojo y Rodriguez, 2002), mientras que otros sefialan que el desarrollo
del endospermo es nuclear y al celularizarse forma una capa de aleurona,
rodeada por una testa delgada. Asimismo se diferencia una hipostasa (Swamy
y Parameswaran, 1960; Corner, 1976; Johri et al., 1992; Davis, 1996).

Las semillas de Begoniaceae presentan un anillo transversal (collar) en la
zona hilo-micropilar que durante la germinacion se separa como un opérculo.
La semilla de las begonias muestra diversidad en tamafio, forma vy
micromorfologia. Los frutos son capsulares y la embriogénesis tipo onagraceo
(Swamy y Parameswaran, 1960; Johri et al., 1992; Davis, 1996; Lange y
Bouman, 1999; Judd er al., 2002; Forrest y Hollingsworth, 2003; Matthews y
Endress, 2004; Forrest et al., 2005).

Begonia gracilis HBK

Begonia gracilis HBK pertenece a la seccion Knesdeckia. Es conocida
comunmente como ala de angel, carne de doncella, hierba de doncella, sangre
de doncella y totoncaxoxocoyolin (Lange y Bouman, 1999; Rzedowski y
Rzedowski, 2001; Rojo y Rodriguez, 2002). Es una hierba perenne, caulescente,
erecta, carnoso-jugosa, con inflorescencias compuestas por flores masculinas y
femeninas, de color rosa y sin aroma aparente al olfato humano. Comunmente
glabra, con bulbo subterraneo. De distribucion desde México hasta Guatemala,
habita en comunidades xerofiticas y bosques templados, prefiriendo lugares

sombrios, con frecuencia entre rocas; esta bien distribuida en el Valle de
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México, en altitudes entre 2300 y 3250 m.s.n.m. Estd formada por un solo eje
rojizo de aproximadamente 60 cm de altura, que en ocasiones produce ramas en
la base del tallo. Presenta yemas en las axilas de las hojas, que pueden dar
origen a nuevos individuos. Con estipulas persistentes, a veces coloreadas,
oblongas, agudas, aserrado-ciliadas. Peciolos de 1 a 10 cm de largo. Laminas
foliares insertas por la base, asimétricas, ovadas a elipticas, de 3 a 12 cm de
largo por 1 a 7 cm de ancho, dpice agudo a acuminado, borde doblemente
crenado o aserrado o mas o menos lobulado, base oblicua, cordada. Produce
dos o tres nudos vegetativos iniciales, seguidos de los nudos reproductivos, en
donde cada nudo produce una inflorescencia sobre pedunculos de 0.5 a 3 cm de
largo, con 2 bracteas opuestas, persistentes, a veces coloreadas, anchamente
elipticas, aserradas; pedicelos de 0.5 a 3 cm de largo. Como méaximo se pueden
producir 12 inflorescencias por planta.

Las flores masculinas de B. gracilis tienen cuatro tépalos en dos verticilos
glabros de color rosa, son mas longevas que las femeninas, apareciendo primero
en la floracién. Las flores masculinas producen polen como recompensa para
los visitantes que incluyen abejas (Apis mellifera y Halictidae sp.), moscas
(Syrphidae) y mariposas (Lycaenidae). Los dos tépalos exteriores son ovados u
oblongos, aserrados a enteros, de 1 a 2 cm de largo por mas o menos otro tanto
de ancho; los dos interiores obovados, enteros, mas pequenos. El androceo esta
formado por un gran numero de estambres que se unen por la base, de tal forma
que las anteras forman una densa cabezuela color amarillo brillante.

Las flores femeninas constan de cinco tépalos semejantes
morfologicamente a los de las masculinas, los dos exteriores mayores que los
tres interiores. Gineceo formado por tres estigmas de un color amarillo intenso
aunque Rzedowski y Rzedowski, 2001, mencionan que son tres estilos bifidos,
pero no hacen referencia al numero de estigmas. Placentacion axilar y
bilamelar. El fruto es una cédpsula trilocular de 1.5 a 2.5 cm de largo por 1.5 a 3

cm de ancho, con los estigmas persistentes; ala mayor de 1 a 1.5 cm de ancho,
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triangular, las otras dos son mas estrechas y redondeadas. La probabilidad de
formar semillas es mas alta durante el primer dia de antesis de las flores
femeninas. Las semillas globosas de color café amarillento, son pequenas (1.4 x
0.7 mm) y numerosas, asperas y sin endospermo. Longitud media de la semilla
de 300 [1 m, con ornamentacion de la testa principalmente granular. Se
dispersan pasivamente alrededor de la planta madre, propiciando que las plantas
crezcan muy juntas, por lo que esta especie suele ser localmente abundante.
Sindrome de dispersidén esporocoria. Florece de junio a septiembre y fructifica
de octubre a diciembre. El pico de floracion se alcanza alrededor del dia 45, a
partir de que aparecen las primeras flores. Durante la estacion seca carece de
partes aéreas y los individuos sobreviven subterraneamente por medio de bulbos
(Smith et al., 1986; Castillo, 1999; Lange y Bouman, 1999; Rzedowski y
Rzedowski, 2001; Caballero, 2002; Castillo et al., 2002a; Rojo y Rodriguez,
2002; Lépez y Dominguez. 2003; Lopez, 2004; Castillo ez al., 2007).

Los estudios de la biologia reproductiva de Begonia gracilis dejaron en
claro que las flores estaminadas son visitadas por abejas recolectoras de polen y
que los estigmas de las flores femeninas imitan (mimetizan) a las anteras de las
flores estaminadas, y de esta manera por “error” también atraen a los
polinizadores, resultando en una polinizacién “por engafo”, puesto que estas
ultimas flores no producen ningtn tipo de recompensa. También se menciona
que el “engafno” esta basado en la variacidén del tamafio de las flores, es decir,
los polinizadores parecen elegir en funcion del tamafio relativo de los 6rganos
reproductores (area del androceo gineceo / area de la corola; Hickey y King,
1981; Agren y Schemske, 1991; Schemske y Agren, 1995; Schemske et at., 1996;
Le Corff et al., 1998; Castillo, 1999; Castillo et al., 1999; Jiménez, 2000;
Caballero, 2002; Castillo et al., 2002a; Judd ez al., 2002; Lopez, 2004).

Las polinizaciones cruzadas y autopolinizaciones, llevadas a cabo por
Castillo (1999), indican que esta especie es autocompatible y no hay produccion

de semillas apomicticas.
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El estudio del desarrollo embrioldégico de B. gracilis HBK ayudara a
incrementar el escaso conocimiento y a dilucidar controversias embrioldgicas
existentes. Asimismo se busca informacion con respecto a la estricta
unisexualidad floral o si existe aborto de alguno de los 6rganos reproductores de
acuerdo al patron de desarrollo de flores unisexuales que Mitchell y Diggle

(2005) establecen.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Describir el desarrollo floral y embriologico de Begonia gracilis HBK.

Objetivos particulares:

1. Describir la morfologia y patron de desarrollo de las flores unisexuales

masculinas y femeninas de B. gracilis.

2. Estudiar el desarrollo de la antera de B. gracilis.
a. Describir el patron de desarrollo de la pared de la antera.

b. Describir el desarrollo y morfologia del grano de polen.
3. Estudiar el desarrollo del gineceo de B. gracilis.

a. Desarrollo del ovario, estilo y estigma.

b. Desarrollo de 6vulo.

c. Desarrollo del saco embrionario.

4. Describir el desarrollo de la semilla.
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ZONA DE ESTUDIO

Las flores de Begonia gracilis fueron colectadas de diversos individuos
que se encontraban creciendo naturalmente en los terrenos del Jardin
Botanico Exterior de la UNAM, que forma parte de la Reserva Ecolégica
del Pedregal de San Angel (Fig. 1, decretada asi en septiembre de 1983 y
localizada al suroeste de la Ciudad de México, en la Delegacion
Coyoacan), dentro de Ciudad Universitaria. Se ubica especificamente
entre los 19° 13’ 45” y 19° 20’ 33” de latitud norte y los 99° 08’ 26” y 99°
14’ 37” de longitud oeste, a una altura de 2250 m.s.n.m. en la parte
inferior v a los 3100 m.s.n.m. como cota superior (Alvarez et al., 1989;
Caballero, 2002; Castillo et al., 2002b; Castillo et al., 2007).

El clima presente en la zona es templado subhuimedo, con régimen
de lluvias en verano [Cb(w 1 )w] sin una estacion fria pronunciada; la
temperatura media anual es de 15.5 °C, la precipitacion promedio anual es
de 870 mm, la distribucion de la precipitacion es muy desigual, dividiendo
el aflo en una temporada lluviosa de junio a octubre y otra seca de
noviembre a mayo (Castillo et al., 2002b; Pagina en red: Reserva Ecologica
Pedregal de San Angel, 2007).

El Pedregal de San Angel, también conocido como malpais, por ser
resultado de un derrame de lava y basalto de aproximadamente 80 km?
producido por el volcan Xitle y conos adyacentes con una antigiiedad de
2000 a 2500 anos. Esta zona reviste un importante valor en términos de
biodiversidad, ya que la superficie topograficamente accidentada, con
sitios planos y abruptos, promontorios rocosos, grietas y hondonadas,

ofrece una gran variedad de macro y microambientes en donde se pueden
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desarrollar diversas especies con diferentes requerimientos ambientales
(Alvarez et al., 1989; Caballero, 2002; Castillo ef al., 2002b; Castillo et al.,
2007; Pagina en red: Reserva Ecoldgica Pedregal de San Angel, 2007).

La flora de esta reserva pertenece a la Provincia de la Altiplanicie de
la Region Xerofitica Mexicana del Reino Neotropical, de ahi que la
vegetacion haya sido clasificada como matorral xeréfilo de alta elevacion,
la cual se presenta en condiciones de aridez y se puede encontrar un
drenaje deficiente con suelos salinos, alcalinos y yesosos. En el caso
particular de este sitio, la escasez de suelo y la composicién basaltica del
sustrato son los factores que explican su presencia en un sitio templado
subhumedo (Rzedowski, 1988; Castillo et al., 2002b; Castillo et al., 2007,
Péagina en red: Reserva Ecolégica Pedregal de San Angel, 2007). En esta
reserva se han encontrado cerca de 350 especies de plantas, de las cuales
aproximadamente una centena de ellas tienen importancia por su valor
medicinal y ornamental. La comunidad vegetal que domina es conocida
como matorral de palo loco (Pittocaulon praecox) y varias especies
endémicas del Pedregal (Castillo-Argiiero et al., 2004; Pagina en red:
Reserva Ecoldgica Pedregal de San Angel, 2007). En los afios cincuenta,
la comunidad vegetal del matorral de palo loco ocupaba algo mas de 40
Km?, pero la urbanizacion de la zona la ha reducido a menos de 3 Km?,
no obstante, el area de la reserva ecoldgica se ha incrementado de 124.5 ha
que tenia en 1983 a 237.3 ha (Fig. 1; Alvarez et al., 1989; Castillo et al.,
2007; Pagina en red: Reserva Ecoldgica Pedregal de San Angel, 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Colecta del material y procesamiento para el analisis histologico y

morfologico

Se colectaron botones florales en distintas etapas de desarrollo y flores en
antesis de B. gracilis. Una parte del material se fij6 en FAA (formol, acido
acetico, etanol al 96 % y agua 2:1:10:7), mientras que otra se fij6 en una
solucion de sulfato ferroso, formol y agua (0.2:1:9) y lo restante se destin6 para
algunas de las pruebas histoquimicas en fresco (vainillina, Alexander).
Posteriormente los botones florales se separaron de acuerdo a su longitud y se

establecieron diversas etapas de desarrollo.

De igual forma, se tomaron algunas anteras de material de herbario
para llevar a cabo la técnica de acet6lisis de los granos de polen (Lopez et al.,
2005).

Prueba de viabilidad de polen (Alexander, 1980)

Se aplicd para conocer el porcentaje de viabilidad del polen. Con la
ayuda de una aguja de diseccién se tomd una muestra de polen de varias
anteras de diferentes flores y se colocd sobre un portaobjetos. Después se
agreg6d una gota del reactivo de Alexander y se mezcl6 cuidadosamente. Se
colocd un cubreobjetos y se observd en el momento. Los componentes del
reactivo de Alexander permiten ver las paredes del polen en color verde, y si el
polen es viable, el citoplasma se tifie de magenta o rosa y los no viables s6lo de

color verde.
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Deshidratacion

El fijador (FAA) de las muestras, fue lavado con agua para posteriormente
deshidratarlas en una serie de etanol gradual (50%, 70%, 85%, 96%, 100% vy
100%) de 1:00 a 1:30 h en cada uno. Una parte del material se incluy6 en LR-
White y otra parte en Paraplast plus. Adicionalmente algunas muestras se

prepararon para ser observadas en el microscopio electronico de barrido.

Inclusion en LR-White

Después de la deshidratacion los tejidos se pasaron por una mezcla de
LR-White-Etanol 100% en proporciéon 1:1, durante 24 h, después se
impregnaron en LR-White puro durante 24 h. La polimerizacion se llevo a cabo
en capsulas de gelatina en una estufa a 56 °C en ausencia de oxigeno. Se
realizaron cortes de entre 1-2 um de grosor en un ultramicréotomo (RMC MT
998) con cuchillas de vidrio de acuerdo con la técnica de Lopez et al. (2005).
Algunos de los cortes se tifieron con azul de toluidina y otros se destinaron para

las pruebas histoquimicas.

Inclusion en Paraplast plus

El material incluido en Paraplast se infiltr6 inicialmente con
Paraplast-Xilol en proporcion 1:2 y 1:1 y en Paraplast puro durante 24 h en
cada uno a 56 °C aproximadamente y posteriormente se incluyeron en
moldes metalicos. Los cortes de entre 8-15 um de grosor, se obtuvieron
mediante el uso de un microtdbmo de rotacién (American Optical 820).
Algunos de los cortes se desparafinaron y se tifieron con safranina-verde
rapido en metilcelosolve de acuerdo con la técnica de Lopez et al. (2005);
otros se destinaron para las pruebas histoquimicas. Las laminillas obtenidas
mediante Inclusion en LR-White o Paraplast fueron observadas por

microscopia de luz y se obtuvieron fotomicrografias.
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Pruebas Histoquimicas

o Acido  Peryédico-Reactivo de Schiff (APS) (identificacion de polisacéridos
insolubles)

Se utilizaron laminillas del material fijado en FAA e incluido en Paraplast y
algunas incluidas en LR-White, las cuales se hidrataron gradualmente para
aplicar acido peryddico durante 15 min. Se lavaron con agua y se aplicd el
reactivo de Schiff durante 15 min. Se lavd con agua y posteriormente con acido
acético al 2% durante 1 min. Se enjuag6é con agua y se deshidraté hasta xilol

para después montar en resina.

o Vainillina 10% en etanol absoluto (identificacion de taninos condensados)

Algunas de las laminillas se desparafinaron durante 30 min a 56 °C en Xilol y se
pasaron hasta etanol 100%. Posteriormente se agregd una gota de vainillina y una
gota de HCI 6M sobre cada corte. Se coloco el cubreobjetos y se observd en el

momento debido a que es una tincion temporal.

. Fijacion-Tincion para taninos oxidados
El material fijado en la solucién de sulfato ferroso, formol y agua destilada
durante 48 h, se lavo con agua para posteriormente infiltrarlo en Paraplast plus.

Se realizaron cortes de 8-10 um, se desparafinaron y se montaron en resina.

o Azul negro de nafiol-APS (identificacion de proteinas-polisacaridos insolubles)

Se desparafinaron algunas de las laminillas del material fijado en FAA y se
hidrataron gradualmente para aplicar acido peryodico durante 15 min. Se
lavaron con agua y se aplico el reactivo de Schiff durante 15 min. Se lavd con
agua y posteriormente con acido acético al 2% durante 1 min. Se enjuagd con

agua y se deshidrat6 hasta etanol 50%. Se aplicaron unas gotas de azul negro de
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naftol durante 3 min. Se enjuagd con butanol y se pasé a xilol durante 3 min.

Finalmente se montd en resina.

. Lugol (identificacion de almidon)
Parte del material fijado en FAA e incluido en Paraplast plus se utilizd para

aplicarle lugol durante 5 min para posteriormente observar en la misma solucion.

Acetolisis de polen (Lopez et al., 2005)

Se disectaron anteras de flores en antesis herborizadas y se maceraron en
seco en un tubo de vidrio. Después se agregd la mezcla acetolica (anhidrido
acético y acido sulfarico 9:1) cubriendo el macerado. El tubo se mantuvo a bafio
maria alrededor de 65 a 70 °C de 8 a 9 min agitando continuamente. Para
detener la reaccion se agregd acido acético y se centrifugd a 2500 rpm durante 5
min. Se decantd y se agregd acido acético y se centrifug6 a 2500 rpm durante 5
min. Se decanto y se afladié agua para volver a centrifugar a 2500 rpm durante 5
min. Se tamizo el contenido y se colocd en un tubo limpio. Se centrifug6 a 2500
rpm durante 7 min para obtener un concentrado, el cual finalmente se montd en
un portaobjetos con gelatina. Se homogeneiz6 sobre una plancha y se colocé un
cubreobjetos. Una vez seca la preparacion se selld con esmalte de ufas

transparente.

Preparacion del material para ser observado por Microscopia Electronica de Barrido
(MEB)

Para conocer la organogénesis floral se disectaron botones y flores de
todas las etapas posibles, tanto masculinas como femeninas, removiendo
principalmente las unidades del perianto. Después de deshidratarlas en
etanoles graduales (30%, 50%, 70%, 85%, 96%, 100%) se procesaron en una
secadora de punto critico con CO, (Emitech K850). Posteriormente se

montaron en portamuestras metalicos y se cubrieron con oro por medio de
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una ionizadota (Emitech K550), para después ser observadas en un
microscopio electronico de barrido (Hitachi S-2460N; (Vazquez y Echeverria,
2000). Del material observado se tomaron fotomicrografias. La metodologia

utilizada se representa en el diagrama de flujo 1.

- Colecta de .
Acetdlisis de Procesamiento
| material biolégico -
21anos clie polen de B. gracilis para ;\{EB
Fotomicrografias l Fotomicrografias
Fijacién
I FAA l
Pruebas l [ Pruebas
histoquimicas v _ histoquimicas
I /I Inclusion ’ \ l
LR-White Paraplast plus
Obtencion de
cortes
1 -2.5mm 8~ 15 mm
| ‘ Tinciéon ‘ I
Azul de Safranina
Toluidina Verde rapido

X /

Fotomicrografias

Diagrama de flujo 1. Metodologia empleada para el procesamiento de muestras
bioldgicas de Begonia gracilis.
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RESULTADOS

Micromorfologia

Micromorfologia de la flor femenina

Las inflorescencias de Begonia gracilis estan compuestas por flores
masculinas y flores femeninas (Fig. 12).

La flor femenina en antesis de estd formada por cinco tépalos ovados de
color rosa, los dos exteriores son mayores que los tres interiores (Figs. 2-3). Las
partes del perianto estan fusionadas a lo largo del ovario y forman en la parte
distal de éste un cuello estrecho. El gineceo estd formado por tres carpelos. Hay
tres estilos amarillos, fusionados en la base (Figs. 4-5), pero en el apice se
separan y cada uno termina en un estigma amarillo y bifurcado (Figs. 6-7).

Los estigmas son de tipo seco ya que no muestran secrecion aparente al
momento de la antesis. Son bilobulados y cada Iébulo se encuentra enrollado de
forma helicoidal (Figs. 4-7) y lleno de papilas, las cuales son abundantes,
unicelulares y alargadas (Fig. 8).

El ovario es infero y esta conformado por tres carpelos que forman tres
loculos, posee un ala mayor (prolongacién del carpelo), de tamafio también
variable y triangular, las otras dos alas, de los otros carpelos, son mas pequenas
y redondeadas (Fig. 2). En cada l6culo hay una placenta axial y bilamelar (Figs.
9-10) a la que estan unidos numerosos Ovulos con funiculo corto (Fig. 11).
Asimismo se observa la presencia de numerosos tricomas glandulares

pluricelulares en la epidermis externa (Fig. 9).
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Figuras 2-11. Morfologia de la flor femenina. 2. Flor femenina en antesis vista
lateralmente. 3. Flor femenina de frente. 4. Acercamiento de los estigmas. Se
observa la base del estilo (flecha). 5. Acercamiento del estigma con sus dos
l6bulos estigmaticos (flechas) llenos de papilas (cabeza de flecha). 6. Estigma
bilobulado, en vista lateral, en una etapa mas avanzada de desarrollo sobre un
estilo en su parte libre (flecha). 7. Estigma bilobulado en vista frontal. 8.
Acercamiento de papilas estigmaticas. 9. Acercamiento de un léculo de un
ovario maduro. Se observan algunos tricomas (flechas). 10. Placenta bilamelar
de un l6culo. 11. Acercamiento de évulos maduros.
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Micromorfologia de la flor masculina

La flor masculina en antesis consta de cuatro tépalos semejantes en forma
y color, a los de las femeninas y se encuentran en dos verticilos, en uno estan los
dos mas grandes y externos y en el otro los pequefios e internos (Fig. 13).

El androceo esta conformado por aproximadamente 36 estambres (Figs.
13-14). Las anteras son basifijas, bilobuladas y tetrasporangiadas, asimismo,
cada lobulo tiene una marcada linea de dehiscencia longitudinal. El filamento
en etapa de antera madura se alarga (Fig. 15).

Los tépalos y sus pedicelos presentan tricomas glandulares pluricelulares

(Figs. 16-17).
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Figuras 12-17. Morfologia de la flor masculina. 12. Flor masculina (en antesis)
y botdn de flor femenina vistas de perfil. Se puede ver la diferencia en tamafios
entre ambas flores y el ovario infero (flecha). 13. Vista frontal de flor masculina
con dos verticilos de tépalos, los mas internos son mas pequeios. 14.
Acercamiento de las anteras. 15. Anteras maduras con dehiscencia longitudinal
(flechas). 16. Boton floral masculino. Se observan tricomas en la epidermis
abaxial de los tépalos. 17. Tricoma pluricelular glandular uniseriado sobre un
tépalo de flor masculina.
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Desarrollo del gineceo

Desarrollo del ovario

Las flores femeninas tienen un ovario tricarpelar. La placenta axial y
bilamelar se diferencia desde etapas muy tempranas de desarrollo del ovario (Fig.
18). Conforme los carpelos se cierran para formar un ovario trilocular, algunas de
las células de la epidermis interna comienzan a secretar sustancias ergasticas
taniniferas y en la epidermis externa ya se observan tricomas en desarrollo. Las
células de la protodermis y de la subprotodermis que corren a lo largo de la
placenta comienzan a dividirse anticlinalmente. El tejido de células
subprotodérmicas se divide en varios planos aumentando en estratos y se van
formando ligeras protuberancias (Figs. 19-20).

En cada primordio placentario se distingue wuna protodermis
uniestratificada y células parenquimaticas en division (Fig. 20). La iniciacion de
los 6vulos se da a lo largo de la placenta de cada uno de los 16culos (Fig. 21).
Cada primordio ovular se distingue por una protodermis y bajo ella se forma
una célula arquesporial (Fig. 22). Los primordios ovulares comienzan a curvarse
porque empieza un crecimiento diferencial del primordio nucelar y surge el
primordio del tegumento interno, a partir de divisiones en la subprotodermis y
protodermis (Fig. 23).

Posteriormente y conforme el 6évulo en desarrollo aumenta su curvatura,
en la parte dorsal de todo el ovulo la células epidérmicas aumentan
considerablemente de tamafio y aparece el primordio del tegumento externo,
siendo mayor su diferenciacion en la parte dorsal y mas alejada del funiculo
(Fig. 24). Cada primordio de tegumento es biestratificado (Fig. 25). El
tegumento externo crece rapidamente y cubre al tegumento interno.

La nucela rodea a la célula arquesporial, la cual se divide y forma a una
célula parietal en posicidn subepidérmica y una célula madre de la megaspora,
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sin embargo, en esta etapa el tegumento interno no cubre a la nucela (Fig. 26),
lo hace cuando la nucela forma varias células alrededor de la célula madre de la
megaspora (Fig. 27).

El tegumento externo presenta dos estratos (tres o cuatro en la zona
cercana al funiculo), pero el estrato externo es de células grandes y globosas,
sobre todo aquellas cercanas al funiculo, mientras que las de su epidermis
interna, al igual que los dos estratos del tegumento interno son mas

pequeinas. El micropilo comienza a formarse por ambos tegumentos (Fig. 27).
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Figuras 18-22. Iniciacion de 6vulos. 18. Corte longitudinal de ovario joven al
centro la placenta. 19. Acercamiento de la placenta. 20. Iniciaciéon de
primordios ovulares. 21. Corte transversal de l6culo de ovario mostrando una
placenta axial bilamelar. 22. Acercamiento a primordios ovulares con células
arquesporiales (flecha). p/, placenta.
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Figuras 23-29. Desarrollo del 6vulo y megasporogénesis. 23. Acercamiento de
la placenta con varios primordios ovulares (cabeza de flecha), algunos
comenzado a curvarse y placenta llena de células con taninos (flecha). 24. Corte
longitudinal de un 6vulo. Se puede observar la epidermis que rodea al funiculo e
iniciacion del tegumento interno (flecha) y externo (cabeza de flecha). 25. Corte
longitudinal de 6vulo. Tegumento externo sefialado por la cabeza de flecha y el
interno por la flecha. 26. Division de la célula arquesporial (flecha) para formar
una célula parietal pequefia en posicion subepidérmica y una célula grande
madre de la megaspora. 27. Célula madre de la megaspora (flecha). 28. Meiosis
I de la célula madre de la megaspora (flecha). 29. Meiosis II. Se observa una
tétrada lineal de megasporas (flechas).
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Megasporogénesis y megagametogénesis

Ocurre la meiosis I de la célula madre de la megaspora (Fig. 28) y la
meiosis II formando una tétrada lineal de megasporas rodeada de dos estratos
nucelares (Fig. 29).

La megaspora funcional es la calazal y entra en mitosis I para iniciar la
formaciéon del saco embrionario tipo Polygonum, mientras que las tres
microsporas micropilares degeneran (Figs. 30-31). El 6vulo se ha curvado
completamente convirtiéndose en anatropo (Fig. 32).

El saco embrionario maduro es heptacelular y octanucleado. Como no se
ubican todas las células en un mismo plano, fue dificil obtener en un solo corte
las siete células, pero si se tienen evidencias de ellas por separado. Se pudieron
observar las tres antipodas, la célula central binucleada, la ovocélula y las dos
sinérgidas en diferentes cortes histologicos (Figs. 33-35). En esta etapa, uno de
los dos estratos de la nucela casi degenera y los tegumentos siguen
biestratificados.

Las etapas de desarrollo anteriores también se aprecian externamente en
la secuencia de desarrollo de los 6vulos observados al microscopio electréonico
de barrido, en ellos se distingue desde el surgimiento de los primordios ovulares,
el inicio de la curvatura de cada o6vulo (Fig. 36), el poco alargamiento del
funiculo, el surgimiento del primordio del tegumento interno y del tegumento
externo (Figs. 37-38), asi como la elongacién del tegumento externo para cubrir
al tegumento interno (Figs. 39-40); aunque en esta etapa al disectar el tegumento
externo se nota que el tegumento interno no ha cubierto a la nucela (Fig. 41), lo
cual ocurre posteriormente. El 6vulo maduro es casi sésil ya que el funiculo es
corto (Fig. 11).

Antes de la fecundacion se observa un endotelio o tapete tegumentario
formado por la epidermis interna del tegumento interno (Figs. 34-35), sus

células se alargan un poco radialmente al saco embrionario. El micropilo es
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anfistomo ya que lo forman ambos tegumentos (Figs. 27, 32). De acuerdo a los
patrones de desarrollo, el 6vulo maduro se describe como crasinucelado,
anatropo y bitégmico. Las células de ambos tegumentos a la altura del micropilo
forman un collar que posteriormente funcionara como un opérculo (Figs. 27, 32,

64).
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Figuras 30-35. Saco embrionario. 30 y 31. Megaspora funcional (cabeza de
flecha) y degeneracion de las tres microsporas micropilares (flecha). 32. Ovulo
completamente curvado (anatropo). La flecha indica la presencia de taninos. 33
Saco embrionario donde se observan las antipodas (cabeza de flecha), los
nucleos polares y la ovocélula (flecha). 34. Saco embrionario en el cual se
observan las antipodas (cabeza de flecha) y los nucleos polares (flecha). 35. Saco
embrionario maduro en el que se observan las antipodas degenerando (cabeza
de flecha) y la ovocélula (flecha). np, nucleos polares; ##, tapete tegumentario.
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Figuras 36-41. Desarrollo de 6vulos. 36. Inicio de la curvatura de los 6vulos.
37 y 38. Surgimiento del primordio del tegumento interno (cabeza de flecha) y
externo (flecha). 39 y 40. El tegumento externo comienza a cubrir al interno y a
la nucela (flecha). 41. Vista lateral. Se observan los dos tegumentos en
desarrollo (cabeza de flecha y flecha). La nucela aun no esta cubierta.
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Desarrollo de los estilos y los estigmas

El ovario infero de Begonia gracilis se encuentra fusionado con el perianto
y receptaculo. Una vez que se forma el ovario (que coincide con la activacion de
la placenta para permitir la iniciacidén de los primordios de los 6vulos), surge un
estilo corto formado por los tres carpelos fusionados, pero en la parte apical
estan libres, distinguiéndose su independencia a la altura en que se insertan los
estigmas (Fig. 42).

El surgimiento y desarrollo de los estigmas tienen una secuencia compleja.
Cada estigma se bifurca tempranamente doblandose sobre si mismo, al mismo
tiempo que sus extremos forman dos lobulos, que a su vez se enrollan siempre
hacia adentro (Figs. 42-43). De esta manera, en vista frontal, uno de los 16bulos
se enrolla en direccion a las manecillas del reloj y el otro 16bulo en sentido
opuesto. Cada bifurcacion formara un l6bulo en forma de hélice desde etapas
tempranas del desarrollo (Figs. 44-47), lo cual se puede observar en la secuencia
de diferenciacién y enrollamiento de los l6bulos estigmaticos en vista frontal y
lateral en el microscopio electronico de barrido (Figs. 42-47). Conforme se
termina el enrollamiento, surgen de la epidermis interna del carpelo multiples
papilas unicelulares (Figs. 5-8).

Los estigmas son de tipo seco porque no se distingue secrecion alguna al
momento de la antesis. Aunque al hacer cortes histologicos estas células tienen
apariencia secretora y el citoplasma se observa denso. El tejido de transmision
sale del centro de las placentas hacia la parte superior del ovario y penetra a la
base del estilo y en el &pice se bifurca hacia cada uno de los tres estilos
independientes (Figs. 48-49).

Se observaron sustancias ergasticas taniniferas en algunas células de los
estigmas y estilos en formacion (Figs. 48-49), las cuales al inicio son pequefias.

Asimismo, la epidermis interna del ovario tiene células pequefias con taninos y
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almidon mientras que la epidermis externa tiene células grandes y sin sustancias

ergasticas (Figs. 50-51).
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Figuras 42-47. Estilos y estigmas en desarrollo. 42 y 43. Vista lateral y frontal de
estigmas jovenes. Se inicia la bifurcacion de cada 16bulo estigmatico (flechas). 44
y 45. Vista lateral y frontal de estigmas jovenes en estado de desarrollo
intermedio. 46 y 47. Vista lateral y frontal de estigmas jovenes, se observa la parte
libre de cada estilo (flecha) y el inicio del enrollamiento de cada uno de los
l6bulos estigmaticos (cabezas de flecha).
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Figuras 48-51. Anatomia de la flor femenina. 48. Corte longitudinal de botén
floral. Se pueden observar dos de los tres 16culos, asi como las placentas con
numerosos primordios ovulares y el tejido de transmision de los estigmas y
estilos en desarrollo.40. Acercamiento de los estigmas. La epidermis de los
estigmas conteniendo taninos (cabeza de flecha). También se observa el inicio
de las papilas estigmaticas y el tejido de transmision (flechas). 50. Corte
transversal de ovario. Se pueden observar claramente las placentas bilamelares
en cada loculo (flechas). 51. Acercamiento de uno de los l6culos del ovario. La
flecha indica los 6vulos y la cabeza de flecha los taninos. p/, placenta; ¢, tépalo.
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Desarrollo de la semilla

El fruto es una capsula trilocular dehiscente, de tamafio variable, con el
estigma persistente y muchos de sus 6vulos sin fecundarse (Figs. 52-55).

Las semillas son numerosas, ovoides y de color pardo claro con un
opérculo formado por las células del tegumento externo de la region hilo-
micropilar y con un anillo de células del collar, que son células alargadas en
la testa entre el opérculo y las células de la zona calazal (Figs. 60, 62). Este
anillo ocupa casi un tercio de toda la cubierta seminal.

La exotesta cuando joven posee células globosas (Figs. 56-59), pero en
las semillas maduras estas células se deshidratan (Figs. 60-63).

La ornamentacion de la exotesta es rugoso-estriada (Fig. 63).
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Figuras 52-55. Frutos y semillas. 52-54. Frutos de perfil en etapas joven,
intermedia y madura. Se nota la diferencia entre los tamafios de las alas y la
persistencia del estigma (flecha). 55. Semillas maduras y o6vulos abortivos
(flechas).
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Figuras 56-63. Semillas 56. Vista lateral de semilla joven. 57. Vista micropilar
de semilla joven. Se nota el opérculo (flecha). 58. Vista calazal de semilla
joven. 59. Acercamiento de la cubierta de semilla joven. 60. Vista lateral de
semilla madura. Las células de la cdlaza son mas cortas y redondeadas que las
células alargadas del collar (cabeza de flecha) cercanas a las del opérculo
(flecha). 61. Vista calazal de semilla madura. 62. Vista micropilar de semilla
madura. 63. Acercamiento de la testa de semilla madura.
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La fecundacion de Begonia gracilis es pordgama. Debido a la gran cantidad
de 6vulos contenidos en el ovario también son muchos los tubos polinicos que
llegan a ¢l por el tejido de transmision desde las papilas estigmaticas, estilos y
placentas. Se observaron tubos polinicos creciendo en la epidermis de la
placenta (Figs. 64-65) y entrando por el micropilo (Figs. 64, 66-67).

Al momento de la fecundacion las células del tegumento interno se
alargan hasta ponerse en contacto con la epidermis placentaria para permitir la
entrada del tubo polinico al micrépilo (Fig. 64). S6lo un tubo polinico ingresa al
micropilo y descarga en una de las sinérgidas, la otra comienza a degenerar un
poco antes (Fig. 67).

Los nucleos polares se fusionan previamente a la fecundacion, formando
un nucleo que se une con uno de los nucleos espermaticos del tubo polinico
formando el ntcleo primario del endospermo, que se presume triploide (Fig.
68). El otro nucleo espermatico se une con la ovocélula para formar el cigoto
(Figs. 66-68).

El cigoto entra en una etapa de letargo, mientras que el nucleo primario
del endospermo por cariocinesis se divide y cada nucleo migra hacia los polos
para posteriormente dividirse varias veces, antes de que se presente la primera
division del cigoto, y acomodarse en la periferia (Fig. 69), de tal manera que el
patron de desarrollo del endospermo es nuclear.

Posteriormente, alrededor de cada nucleo se forman la pared y membrana
celular, en un patrén casi centripeto, ya que las primeras paredes en formarse
son las de la periferia, y las del centro al final. Una vez que la capa mas externa
del endospermo se forma, sus células se dividen anticlinalmente, de tal manera
que sélo se forma una capa llamada aleurona (Figs. 70, 72), mientras que el
resto de las células del endospermo pueden seguirse dividiendo sin un patron
definido.

La primera division del cigoto es transversal, ocurriendo cuando el

endospermo esta formado por unos cuantos nucleos. Posteriormente la célula
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apical, de las dos resultantes, se divide longitudinalmente y la basal
transversalmente, como en un tipo de embriogénesis onagraceo.

No se obtuvieron todas las etapas de desarrollo del embridn, pero si se
observo la etapa globular (Figs. 70, 72), de corazon y de torpedo (Fig. 73).

El eje embrionario es ensanchado, los cotiledones son cortos. Hay

reservas almidonosas y proteinicas en los cotiledones (Fig. 73).

Cubierta de la semilla

Al momento de la doble fecundacidén la nucela que rodeaba al saco
embrionario se ha degradado completamente y el tegumento interno,
inicialmente biestratificado, ahora llamado tegmen comienza a colapsarse y a
degradarse. Las células de los dos estratos de la testa comienzan a alargarse en
sentido calaza-micropilo (Fig. 64) y un poco en sentido transversal debido al
crecimiento y proliferacion de las células del endospermo y del embrion. Las
paredes periclinales internas y las anticlinales de las células de la endotesta
comienzan a tener un engrosamiento secundario, siendo éste el estrato que da
mayor rigidez a la semilla (Figs. 70-71).

En etapa madura la semilla consta de wuna cubierta seminal
biestratificada, formada por una epidermis (o exotesta) de células inicialmente
globosas, pero después deshidratadas y una endotesta rigida, el exotegmen y
endotegmen desaparecen (Fig. 71). El endospermo tiene una capa de aleurona y

varios estratos de células parenquimaticas con reservas de almidon.
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Figuras 64-69. Desarrollo de la semilla. 64. Las células del tegumento interno
(flecha) se ponen en contacto con la placenta. Las cabezas de flecha indican la
presencia de tubos polinicos. 65. Tubos polinicos creciendo en la placenta
(flechas) y entrando al micrépilo. 66 y 67. Corte longitudinal de un 6vulo
maduro. Se observa el cigoto, las sinérgidas degenerando (flechas) y tubos
polinicos (cabezas de flecha). 68. Cigoto y nucleo primario del endospermo. 69.
Acercamiento al endospermo nuclear (flechas). ¢, cigoto; cc, células del collar;
Ep, Epidermis placenta; 7, testa; £g, tegmen.
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Figuras 70-73. Desarrollo de la semilla. 70. Semilla. Se observa el embridén
globular, el endospermo celular joven, la capa de aleurona en formacién (flecha)
y almidén en la cubierta seminal. 71. Acercamiento a la pared seminal. Se
observan los engrosamientos de la pared. 72. Capa de aleurona (flecha). 73.
Embridn cotiledonario. Las flechas indican los cotiledones y la cabeza de flecha
la radicula. E, endotesta; ec, endospermo celular; eg, embrion globular; 7, testa;
tg, tegmen.
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Desarrollo del androceo

En etapas tempranas del desarrollo los estambres surgen de un
receptaculo muy ensanchado (Fig. 74) y los filamentos son cortos (Figs. 74-75).
Las anteras atin no tienen la forma globosa caracteristica de las anteras maduras
y el tejido conectivo es abundante, sobre todo en la parte dorsal, por lo que los
microsporangios se desplazan ligeramente hacia la parte ventral (Fig. 76).

En cada microsporangio joven se observan células arquesporiales
rodeadas por wuna protodermis. El tejido subprotodérmico se divide
periclinalmente diferenciandose en tejido espordgeno y capa parietal primaria
en posicidén subprotodérmica (Fig. 76).

Las células de la capa parietal primaria se dividen periclinalmente
formando dos capas parietales secundarias, la externa e interna (Fig. 77). Ambas
vuelven a dividirse formando hacia el interior el tapete y una capa media, la mas
externa forma al endotecio y otro estrato de la capa media, por lo tanto el
desarrollo de la pared de antera es de tipo basico.

En esta etapa comienza a evidenciarse el haz vascular en el centro de la
antera, y el conectivo prolifera. La antera toma ya una apariencia bilobulada y
tetrasporangiada (Figs. 78-79). Posteriormente alguno de los estratos de la capa
media se divide periclinalmente, de tal manera que tres estratos llegan a formar

las capas medias (Fig. 80).
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Figuras 74-80. Desarrollo de la pared de antera. 74. Corte longitudinal de flor
masculina y femenina. Se observa la flor femenina (flecha) y la masculina, asi
como la bractea que las rodea (cabeza de flecha). 75. Corte longitudinal de
estambres jovenes. Las anteras son ensanchadas y los filamentos comienzan a
diferenciarse (flecha). 76. Corte transversal de antera joven mostrando el tejido
arquesporial. 77. Acercamiento de la pared y del tejido esporégeno. Se puede
ver la division periclinal de las células parietales primarias (flechas). 78. Corte
transversal de antera. Se observan las lineas de dehiscencia (flechas). 79.
Acercamiento de uno de los esporangios. 80. Acercamiento a un esporangio. Se
observan las divisiones periclinales de las células parietales secundarias
(flechas). ep, epidermis; re, receptaculo; ¢, tépalo; tan, taninos.
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El tejido esporogeno también prolifera y sus células se convierten en
células madres de las microsporas, las cuales estan en intimo contacto con el
tapete, la capa mas interna de la pared de la antera (Figs. 81-82).

Las lineas de dehiscencia van siendo mas evidentes entre cada par de
microsporangios (Figs. 76, 78-79, 81). En esta etapa la pared de la antera esta
formada por una epidermis uniestratificada, un endotecio uniestratificado, capa
media triestratificada, cuyo estrato mas interno comienza a colapsarse, y un
tapete tipo secretor, cuyas células comienzan a alargarse radialmente. En el
centro de cada microsporangio se encuentran las células madres de las
microsporas, cada una rodeada por una pared de calosa, pero manteniéndose en
contacto por medio de puentes citoplasmicos (Fig. 83).

El citoplasma del tapete comienza a hacerse denso y sus nucleos
experimentan cariocinesis formando células binucleadas o trinucleadas (Figs.
84-85). Las células madres de las microsporas entran a meiosis I (Fig. 84), la
cual es de tipo simultdnea, es decir sin formacion de paredes individuales, ya
que éstas se forman al finalizar la meiosis II.

Se forman tétradas de microsporas tetraédricas e isobilaterales rodeadas

individualmente de su propia pared y una pared de calosa (Fig. 86).
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Figuras 81-86. Desarrollo de los granos de polen. 81 y 82. Corte transversal
de antera y acercamiento de un l6culo; se puede ver a las células madres y a la
pared formada por epidermis, endotecio, capa media y tapete. 83.
Acercamiento a un loculo donde se observa la presencia de puentes
citoplasmaticos entre las células madres de las microsporas (flecha). La pared
de antera compuesta por epidermis, endotecio, capas medias y tapete
uninucleado. 84. Corte transversal de microesporangio. Se observa la meiosis
I. 85. Tapete con células bi- y tri-nucleadas alargadas radialmente (flechas).
86. Acercamiento de tétradas de microsporas tetraédricas (flechas) e
isobilaterales (cabezas de flecha). c¢m, capas medias; end, endotecio; ep,
epidermis; Av, haz vascular; fa, tapete; tan, taninos.
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Las microsporas (o granos de polen jovenes y unicelulares) se liberan
de la tétrada dentro de los microsporangios, los cuales estdn muy cercanos
ya que el septo que contiene sustancias ergasticas se va adelgazando (Fig.
87).

La pared de la antera tiene una epidermis, un endotecio y un estrato
de capa media; las paredes celulares de las células tapetales se van
desintegrando para liberar su contenido (Figs. 88-89).

Posteriormente la pared de la antera madura, antes de la dehiscencia, estd
formada por una delgada epidermis y un endotecio, cuyas células engrosan sus
paredes celulares en forma de barra (Figs. 88-90).

Al momento de la dehiscencia las anteras tienen apariencia
redondeada (Fig. 91) y el estomio se rompe permitiendo la salida de los

granos de polen (Fig. 92).
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Figuras 87-92. Anteras y granos de polen. 87. Microsporas liberadas de la
tétrada con tapete iniciando su degradacion (flecha). 88. Corte transversal de
antera con tapete degenerando. 89. Acercamiento de un esporangio. Se
observan los granos de polen y reminiscencias del tapete (flecha). 90. Pared de
la antera formada por epidermis (flecha) y endotecio con engrosamientos
lignificados (cabeza de flecha). 91. Corte transversal de antera madura, los
septos entre los microsporangios se han desintegrado. Las flechas indican el
estomio. 92. Acercamiento de dos esporangios. Se observan los granos de
polen y la abertura del estomio (flecha). gp, granos de polen; Av, haz vascular.
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Los granos de polen se liberan en monadas, son bicelulares y
tricolporados, verrugados-estriados en la zona de las aberturas y con estrias
paralelas a las aberturas en el resto de la exina (Figs. 93-99).

Los cambios morfologicos del androceo se pueden visualizar
externamente desde etapas tempranas, cuando las anteras son globosas (Figs.
100-101) y basalmente se distingue un corto filamento para cada una de ellas
(Fig. 100).

La parte dorsal de las anteras va creciendo y ensanchandose lateralmente
(Fig. 101). Los estambres se distribuyen como en racimo desde el centro del
receptaculo (Fig. 102) y comienza a hacerse evidente la linea de dehiscencia
entre los microsporangios (Figs. 103-104).

En etapa madura los filamentos se observan alargados y sobre ellos
descansan las anteras globosas y entre cada par de microsporangios se
distinguen perfectamente las zonas de dehiscencia longitudinal debido al
crecimiento diferencial de sus células (Figs. 105-106).

Se encontraron algunas caracteristicas anémalas en las anteras de algunas
plantas, como la presencia de granos de polen colapsados y vacios y anteras con

granos de polen germinados en el interior de los microsporangios (Fig. 107).
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Figuras 93-99. Granos de polen. 93. Grano de polen acetolizado. Se observan
las aberturas (flecha) y la ornamentacion estriada (cabeza de flecha). 94. Grano
de polen acetolizado. Se observan las verrugas del poro (flecha). 95. Granos de
polen bicelulares (flechas). 96. Vista polar de grano de polen maduro. 97 y 98.
Vista ecuatorial de granos de polen maduros (las estrias corren paralelas a las
aberturas). Las flechas indican los colpos. 99. Acercamiento del colpo y poro
(flecha). La exina es verrugada-estriada (cabeza de flecha) en la zona de las
aberturas, pero solo estriada en el resto de la pared.

-53-



Figuras 100-106. Androceo. 100 y 101. Estambres jovenes. Los filamentos son
cortos y las anteras globosas. 102-104. Etapas intermedias del desarrollo de las
anteras donde comienza a distinguirse la zona del estomio entre cada par de
microsporangios. 105 y 106. Etapas maduras del desarrollo de las anteras. Se
notan las lineas de dehiscencia (flecha), lo expandido del conectivo y los
filamentos (cabeza de flecha).
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Pruebas histoquimicas

Con respecto a la prueba Acido Peryddico-Reactivo de Schiff
(polisacaridos insolubles) para Paraplast y LR-White, se observa la presencia de
muchos amiloplastos en las células del conectivo y en los granos de polen (Figs.
88-89, 107). En las flores femeninas se observd su presencia en las placentas y en
las paredes del ovario. En las semillas se observa gran cantidad de polisacaridos
insolubles (celulosas y hemicelulosas) en las paredes de la testa.

En cuanto a la realizacion de la prueba de vainillina 10% en etanol
absoluto para taninos condensados, la técnica dio positiva para material fresco
(estigmas) en donde se pudo distinguir claramente la presencia de taninos
condensados en las papilas estigmaticas (Figs. 108-109).

Con respecto a la prueba para taninos oxidados, se observo la presencia de
éstos en los tricomas (Fig. 110), en las placentas (Fig. 111), en el tegumento
externo (Fig. 112), en la pared del ovario, en las papilas estigmdticas y en el
tejido fundamental del estigma (Figs. 113-114) Asimismo en algunas de las
células de la epidermis y del endotecio de las anteras. Ademdas de que se
detectaron numerosos cristales (drusas) en las anteras y en el ovario.

La prueba de lugol confirma la presencia de gran cantidad de almidon en
las placentas y menor cantidad en las paredes del ovario y en el tegumento
externo de flores en antesis (Fig. 117). En el caso de las flores masculinas, se
observd almidon en todo el conectivo, en los septos y un poco en los filamentos

(Fig. 118).

La prueba azul negro de naftol-APS, revela la presencia de proteinas en las
placentas, y en las paredes del ovario. En las anteras se observan en el conectivo

y en el endotecio en etapa de grano de polen joven.
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Figuras 107-116. Pruebas histoquimicas. 107. Acercamiento de granos de
polen germinados (flecha) dentro de un microsporangio de anteras aun cerradas.
Se observa el tapete en degradacion (cabeza de flecha) 108. Papilas estigmaticas.
109. Acercamiento de papilas estigmaticas unicelulares con taninos
condensados. 110. Tricoma pluricelular de ovario lleno de taninos oxidados.
111. Placenta y 6vulos con taninos oxidados (flechas). 112. Epidermis externa
de 6vulos con taninos oxidados (flecha). 113 y 114. Corte longitudinal de 16bulo
estigmatico y acercamiento a papilas estigmaticas. Se nota la gran cantidad de
taninos oxidados presentes. 115. Acercamiento a un loculo con granos de
almidén en las placentas y en los septos del ovario (flecha). Las cabezas de
flecha indican los 6vulos. 116. Corte transversal de antera. Se observa la
presencia de almidon en el conectivo y en los septos. al, almidon; Av, haz
vascular; pl, placenta.
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DISCUSION

Teniendo en cuenta los resultados hasta ahora obtenidos, algunos de
éstos concuerdan con lo ya descrito para otras especies de Begonia en cuanto a la
embriologia general (Maheswari et al., 1892; Swamy y Parameswaran, 1960;
Corner, 1976; Hickey y King, 1981; Johri et al., 1992; Davis, 1996; Tebbitt y
Maciver, 1999; Matthews y Endress, 2004). Asimismo para la morfologia floral
basica también de Begoniaceae mencionada parcialmente en cada uno de los
trabajos por Smith y Schubert (1941), Lecocq y Dumas (1975), Thompson y
Thompson (1981), Castillo (1999), Rzedowski y Rzedowski (2001), Caballero
(2002), Castillo et al. (2002a), Judd et al. (2002), Lopez (2004) y Castillo et al.
(2007).

Sin embargo otras caracteristicas son controversiales o no habian sido
publicadas, como el tipo de desarrollo de pared de antera o la gran cantidad de
taninos presentes en casi todos los tejidos de las flores femeninas y masculinas,
ya que en la literatura s6lo se menciona su presencia en partes vegetativas y en
general en el gineceo y el androceo, pero no se habian descrito en Begonia
gracilis. De igual forma destaca la presencia de numerosos granulos de almidén
en las placentas y septos y paredes del ovario.

El tipo de desarrollo de la pared de antera no fue encontrado en ningin
trabajo para la familia Begoniaceae, ni para las especies de Begonia. Por lo tanto
un aporte importante de esta tesis es que el desarrollo de la pared de antera es de
tipo basico.

La presencia de almidon y taninos en las flores es descrito por Lecocq y
Dumas (1975), Lecocq (1977), Matthews y Endress (2004) y por Judd et al.
(2002), en los sépalos, las alas del ovario, el gineceo y el androceo; sin embargo
no dan ninguna posible explicacion a la presencia de ninguno de los dos tipos de

sustancias ergasticas; no obstante se sabe que los taninos son un tipo de
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sustancias que sirven como defensa contra herbivoros y patdégenos (Swain, 1979;
Feeny, 1992; Ayres et al, 1997), que protegen al protoplasto contra la
desecacion y putrefaccion, también pueden ser sustancias de reserva
relacionadas de manera no determinada con el metabolismo del almidén, estan
asociados a la formacidn y transporte de azucares, antioxidantes y coloides que
mantienen la homogeneidad del citoplasma, ademds de tener propiedades
antisépticas (Esau, 1976). En las hojas reducen la palatabilidad, mientras que en
las semillas se han asociado con el mantenimiento de la latencia y con
propiedades bactericidas. En la raiz actian probablemente como barrera
quimica a la penetracion y colonizacion de patogenos. En el tallo juegan un
papel en la regulacidon del crecimiento (Hidalgo, 1999).

Las células del tegumento externo con inclusiones de taninos, en la zona
calazal del 6vulo, s6lo habian sido descritas para B. incana por Matthews y
Endress (2004).

El desarrollo del saco embrionario parece ser de tipo Polygonum, debido
a las observaciones hechas y a los reportes encontrados (Maheswari et al., 1892;
Swamy y Parameswaran, 1960; Johri et al., 1992; Davis, 1996; Matthews y
Endress, 2004). El micropilo es anfistomo como se menciona para las escasas
especies estudiadas de Begoniaceae (Maheswari et al., 1892; Johri et al., 1992;
Davis, 1996).

Los ntucleos polares se fusionan antes de la fecundacion lo cual esta de
acuerdo con Swamy y Parameswaran (1960), Johri et al. (1992) y Davis (1996).

Entre la nueva informacion se tiene que la ornamentacion de la testa es
de tipo rugoso-estriada y no granular como lo mencionan Lange y Bouman
(1999) para B. gracilis.

Los estambres no estan unidos por la base como describe Castillo (1999)
para esta especie, ya que cada antera tiene su propio filamento. Lo que si
destaca en B. gracilis es el prominente receptaculo de las flores masculinas sobre

el cual se insertan los numerosos estambres.
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Las capas medias no son efimeras como lo reportan para la familia
Begoniaceae Johri et al. (1992) y Davis (1996), ya que en B. gracilis persisten
hasta que las microsporas se liberan de las tétradas.

En B. gracilis se forman tétradas de microsporas tetraédricas y también
1sobilaterales, lo cual sélo habia sido descrito para B. dichroa por Maheswari et
al. (1892).

En cuanto a la presencia de estilos algunos autores no los mencionan o
no dejan clara su existencia. Incluso algunos los confunden con estigmas
(Matzke; 1938; Hall B. A. 1949; Hickey y King, 1981; Thompson y
Thompson, 1981; Davis, 1996; Johri et al., 1992; Castillo, 1999; Rzedowski y
Rzedowski, 2001; Judd et al., 2002; Forrest et al., 2005; Tebbitt y Dickson,
2000; Kiew, 2007). Sin embargo si se mencionan para las siguientes especies:
B. tuberhybrida (Lecocq y Dumas, 1975; Lecocq, 1977), B. dregei (Charpentier et
al., 1989), B. gracilis (Caballero, 2002), B. incana (Matthews y Endress, 2004) y
B. pulvinifera (Peng et al., 2006), ademas de Tebbitt y Maciver (1999) y de
Heywood et al. (1993), lo cual concuerda con nuestros resultados ya que al
hacer el estudio del desarrollo del gineceo se demuestra que en B. gracilis 1os
carpelos en la base del estilo estan fusionados formando una sola estructura,
pero en el apice se separan en tres y a partir de cada uno de estos estilos surge
el estigma, bifurcado y enrollado de afuera hacia adentro y donde cada l6bulo
forma una hélice llena de papilas.

En cuanto al patrén del desarrollo de las flores unisexuales ultimamente
se manejan dos posibles vias de formacion (Mitchell y Diggle, 2005). Uno
implica que existen reminiscencias de los Organos sexuales femeninos o
masculinos en la flor masculina o femenina respectivamente como sucede en
algunas especies de Begonia (B. semperflorens, B. semperflorens var. gigantea, B.
tuberhybrida) e Hillebrandia sandwicensis (Dimmer, 1912; Matzke, 1938; Lecocq y
Dumas, 1975; Matthews y Endress, 2004). En cuanto a B. gracilis no se

encontraron restos de verticilos en ninguna flor examinada, tanto morfoldgica
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como embrioldgicamente, se encontrd evidencia de reminiscencias de mas de un
verticilo sexual con lo cual se acepta que el desarrollo de estas flores unisexuales
es por supresion (formacidén de un solo verticilo sexual desde el inicio del botén
floral), es decir, que la flor es desde un inicio unisexual.

Todo esto va de acuerdo con los reportes de Matthews y Endress (2004)
en B. incana; aunque Matzke (1938) menciona que en B. semperflorens encontro
los dos sexos en algunas flores al igual que Dimmer (1912) en B. semperflorens
var. gigantea, sin embargo, Matthews y Endress (2004) consideran que los
escasos reportes de la presencia de los dos sexos en una misma flor de esta
especie se deben a teratologias ocasionales.

En B. gracilis raras veces se presentan anomalias en el desarrollo de los
granos de polen, algunos se observan colapsados y vacios, posiblemente sean
abortivos ya que carecen de citoplasma. A pesar de esto la cantidad de polen
producida y su viabilidad en B. gracilis es alta, 1o cual contrasta con B. coccinea,
una especie cultivada, cuyo porcentaje de viabilidad de polen es de
aproximadamente un 50%, posiblemente por estar sujeta a propagacion en
invernaderos como planta de ornato. Algunas anteras de B. gracilis llegaron a
presentar granos de polen germinados, con tubos polinicos largos en el interior
de algunos escasos microsporangios, sin embargo desconocemos la implicacion
de ello.

Las placentas son axiales en B. gracilis como ciertos autores reportan para
algunas especies de la familia o para la familia en general (Smith y Schubert,
1958; Hickey y King, 1981; Tebbitt y Maciver, 1999; Ma y Li, 2006; Peng et al.,
2006; Shui, 2007). Sin embargo hay quienes mencionan la presencia de
placentas axiales y parietales para la familia Begoniaceae (Lecocq, 1977
Matthews y Endress, 2004).

Solo en algunas especies se menciona la presencia de tricomas glandulares
en los tépalos (perianto) y en las paredes externas de los ovarios de las flores

(Burt-Utley y Utley, 1987; Burt-Utley, 1990; Tebbitt y Dickson, 2000; Jacques y
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Mamede, 2004; Ambrish y Amadudin, 2006) tal es el caso de B. tuberhybrida
(Lecocq, 1977) y de B. incana (Matthews y Endress, 2004). En el caso de B.
gracilis se observan tricomas en las paredes del ovario y en la epidermis de los
tépalos, esto ultimo se opone a lo mencionado por Castillo et al. (2007) y
Rzedowski y Rzedowski (2001) quienes describen a los tépalos como glabros.

La presencia de granos de polen tricolporados solo habia sido descrita para
algunas especies o por algunos autores (Maheswari et al., 1892; Judd et al., 2002;
Matthews y Endress, 2004; Ma y Li, 2006), sin llegar a hacer una extensa
descripcién de su morfologia. Los de B. gracilis también lo son, ya que se
distinguen claramente el poro y el colpo.

Ciertos autores indican que los 6vulos pueden ser crasinucelados (Davis,
1996; Matthews y Endress, 2004), tenuinucelados (Maheswari et al., 1892,
Swamy y Parameswaran, 1960; Corner, 1976) o escasamente crasinucelados
(Maheswari et al., 1892; Johri et al., 1992; Matthews y Endress, 2004), para B.
gracilis se encontrd que son crasinucelados porque se observa por lo menos una
capa subepidérmica en la nucela.

Algunos autores mencionan la presencia de endotelio o pseudo-
endotelio para Begoniaceae (Johri et al., 1992; Davis, 1996; Matthews y
Endress, 2004), de una hipostasa (Johri ez al., 1992) y de una capa de aleurona
(Johri et al., 1992; Davis, 1996), y especificamente en el 6vulo de B. dichroa
(Maheswari et al., 1892) y en el de B. crenata (Swamy y Parameswaran, 1960);
nuestros resultados muestran la presencia del tapete tegumentario hasta antes
de la fecundacién y de la capa de aleurona en las semillas, sin embargo no se
distingue hipostasa en ningun 6vulo de B. gracilis.

Se menciona que el endospermo es nuclear (Swamy y Parameswaran,
1960; Corner, 1976; Johri et al., 1992; Davis, 1996), o que puede estar ausente
(Hickey y King, 1981; Heywood er al, 1993; Judd et al., 2002; Rojo y
Rodriguez, 2002). En nuestros resultados se observa claramente la formacion

del endospermo y ademads se nota que al inicio de su desarrollo es de tipo
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nuclear, pero después se celulariza e incluso se forma una capa de aleurona que
permanece hasta semilla madura.

Swamy y Parameswaran (1960) y Davis (1996) hablan de tapete secretor
y binucleado, en B. gracilis 10 observamos con mas de dos nucleos.

Asimismo Johri et al. (1992) sefialan que el micropilo se encuentra en
zigzag para Begoniaceae, en B. gracilis es recto.

La meiosis es simultanea y el polen se libera en forma bicelular como se
reporta para varias especies de la familia (Maheswari et al., 1892; Swamy y
Parameswaran, 1960; Johri ez al., 1992; Davis, 1996).

Solo algunos autores mencionan la presencia de cristales como cistolitos
en sépalos y peciolos (J. M. C., 1882; Rose y Hurd-Karrer, 1927; Judd et al.,
2002; Jacques y Mamede, 2004; Matthews y Endress, 2004); en B. gracilis no se
encontraron cistolitos en ninguna estructura floral pero si drusas en las anteras y

en las paredes del ovario.
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CONCLUSIONES

Las flores de Begonia gracilis son estrictamente masculinas y femeninas
desde el inicio del desarrollo, por lo tanto no presentan reminiscencias del sexo
opuesto, como ocurre en otras especies de Begonia.

El gineceo es tricarpelar y se determin6é que si existen tres estilos, los
cuales estan fusionados en la base, pero separados en el apice y terminados
cada uno en un estigma bifurcado papiloso, de tipo seco y enrollado en forma
helicoidal.

Los 6vulos maduros tienen un funiculo corto, son crasinucelados,
anatropos y bitégmicos, resaltando una gran cantidad de taninos en el
tegumento externo. También se observé una gran cantidad de o6vulos
abortivos.

Al momento de la fecundacion las células del tegumento interno se
alargan hasta ponerse en contacto con la epidermis de la placenta para permitir
la entrada del tubo polinico y los ntucleos polares se fusionan antes de la
fecundacion.

El nucleo primario del endospermo se divide y cada uno migra hacia los
polos para posteriormente dividirse varias veces antes de la primera division
del cigoto. El patron de desarrollo del endospermo es de tipo nuclear y la
embriogénesis de tipo onagraceo. Hay formacion de un tapete tegumentario y
de una capa de aleurona.

En etapa madura la semilla consta de una cubierta seminal biestratificada,
cuya exotesta y endotesta son rigidas. Las semillas presentan una ornamentacion
rugoso-estriada y no granular como habia sido descrita para B. gracilis.

El androceo esta conformado por numerosos estambres que surgen de un
receptaculo prominente; los filamentos son libres y no estan fusionados como se

sefiala en la literatura para B. gracilis.

-63-



La capa media triestratificada persiste hasta etapa de grano de polen
joven y las células del tapete pueden tener hasta tres nucleos.

Ademds de microsporas tetraédricas también hay isobilaterales. Los
granos de polen se liberan en monadas, son bicelulares, tricolporados,
verrugados-estriados en la zona de las aberturas y estriados en el resto de la
exina.

Se resaltan algunas anomalias encontradas en las anteras como la
presencia de granos de polen colapsados y vacios y anteras con granos de polen
germinados en el interior de los microsporangios.

Asimismo se detectaron numerosas drusas en las anteras y en las paredes

de los ovarios.
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