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RESUMEN

La familia Podostemaceae es la mas grande entre las angiospermas acuaticas. Son
hierbas que crecen sumergidas en rios de corrientes rapidas y cascadas, adheridas a
rocas y uno de sus caracteres embriolégicos mas representativo es la ausencia de
endospermo. Debido a los escasos estudios sobre el desarrollo del gametofito masculino
y con el propésito de contribuir al esclarecimiento de la falta de endospermo, se realiz
este estudio en Marathrum schiedeanum (Cham.) Tul. Se usaron botones florales y flores
en antesis para estudiar la microsporogénesis y microgametogénesis, ello con el propésito
de descartar anomalias en la formacidon del gametofito; también se emplearon pistilos
polinizados a distintos intervalos de tiempo, para observar el crecimiento del tubo polinico
y sus nucleos. En botones florales la pared de la antera se conforma de epidermis,
endotecio, una capa media y tapete. De la meiosis se forman tétradas tetraédricas, con
citocinesis simultanea. En la etapa de microsporas, la pared de la antera se forma de
epidermis, endotecio y el tapete en degeneracion. Es posible hallar anteras con cinco
microsporangios, en vez de cuatro, el microsporangio adicional se sitla adyacente al haz
vascular y contiene polen abortivo. La dehiscencia de la antera es introrsa y longitudinal.
En la antesis el grano de polen es tricolpado, bicelular y se libera en ménadas. En pistilos
con cuatro horas post-polinizaciéon (HPP) se encontraron algunos tubos polinicos en el
estigma, con la célula vegetativa y la generatriz. A las siete HPP se observé una mayor
presencia de tubos polinicos, alin en el estigma. A las nueve HPP, se encontraron
numerosos tubos polinicos alcanzando la base del estigma. A las 24 HPP se registré una
germinacion casi total de los granos de polen y los tubos polinicos llegaron a la zona de
placentaciéon. En M. schiedeanum, durante la antesis el gametofito masculino se libera
con un solo gameto y para saber si se forma un segundo gameto durante el crecimiento
del tubo polinico, se requiere de un mayor nimero de ensayos en pistilos con tiempos de

polinizacion superiores a 12 horas.



INTRODUCCION

La familia Podostemaceae esta ubicada en la clase Magnoliopsida. Esta familia es la mas
grande dentro de las angiospermas acuaticas, con aproximadamente 50 géneros y
alrededor de 275 especies (Cook, 1990; Takhtajan, 1997).

Actualmente se reconocen tres subfamilias: Podostemoideae, que incluye a la mayoria de
géneros y especies; Tristichoideae, con 3 géneros y alrededor de 8 especies y la
subfamilia Weddellinoideae, que contiene al género monoespecifico Weddellina Tul.
(Cook y Rutishauser, 2007).

Son plantas herbaceas que crecen en rios de corrientes rapidas, adheridas cominmente
a sustratos rocosos; generalmente anuales, se desarrollan estando totalmente
sumergidas o con algunas partes flotantes, pero la produccion tanto de flores como de
frutos ocurre cuando el nivel del agua desciende (Cronquist, 1981).

En la época de lluvias las podostemaceas alcanzan su mayor desarrollo vegetativo. Esta
familia, comparada con otras plantas acuaticas, produce en un corto tiempo flores, frutos y
semillas abundantes (Murguia-Sanchez, 2003).

La fase sexual de las podostemaceas presenta caracteres que destacan del resto de las
angiospermas. Estos caracteres se encuentran en el 6vulo y son: un saco embrionario
tetracelular monospa6rico (Jager-Zim, 1997) o bispoérico (Arekal y Nagendran, 1975b en:
Murguia-Sanchez, 2003), la transformacién de la nucela en un plasmodio nucelar o
pseudo saco embrionario y “la carencia de la doble fecundacién” y por tanto la ausencia
del endospermo (Battaglia, 1980).

Johri et al. (1992) enumeran las caracteristicas diagnésticas de la familia Podostemaceae:
1. Tapete tipo glandular con células binucleadas.

2. Los granos de polen se liberan en pares en algunas especies.

3. Ovulo anatropo, bitégmico y tenuinucelado.

1 . . .7
El autor menciona la carencia de “la doble fecundacion”.
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4. Formacioén de un pseudo-saco embrionario o plasmodio nucelar.

5. Se presentan tipos de saco embrionario Apinagia, Dicraea y Podostemum (bispéricos).
6. Ausencia del endospermo.

7. Embriogénesis tipo Solanado.

8. Desarrollo de un haustorio a partir de una célula binucleada del suspensor.

9. Semilla tégmica.

La ausencia del endospermo en esta familia ha dado pie a la formulacion de varias
hipotesis para explicarla; sin embargo en la actualidad aln no se conoce la repuesta.

Es probable que la ausencia de endospermo pueda deberse a que la célula generatriz
nunca se divida, por lo tanto no se forman los dos gametos masculinos en el grano de
polen 6 que durante el avance del tubo polinico a través del estigma, una de las dos

células espermaticas muera®

El propdsito de esta investigacion es averiguar si durante el desarrollo del grano de polen
se forman las dos células esperméticas (gametos masculinos) necesarias para realizar la
doble fecundacion y si éstas persisten durante el desplazamiento del tubo polinico a

través del estigma sésil hasta el saco embrionario en Marathrum schiedeanum.

ANTECEDENTES

La investigacion embriolégica en las angiospermas, que aborda virtualmente todos los
eventos relevantes de la reproduccion sexual (Tobe, 1989), ha demostrado que los
caracteres que definen la monofilia de las angiospermas estan directamente relacionados
con la fase sexual de su ciclo de vida: estambres con dos pares de sacos polinicos,

anteras con endotecio en posicion hipodérmica, un microgametofito con tres nucleos,

Acerca de dicha afirmacion no existe una cita bibliografica textual; sin embargo puede elaborarse una
hipdtesis como ésta, ya que, se ha observado la formacién del embrion en la semilla y no asi del
endospermo.



estigma receptivo para la adherencia y la germinacion del polen, carpelo o carpelos que
encierran  Ovulos uni 6 bitégmicos, megaspora carente de esporopolenina,
megagametofito generalmente con ocho nucleos y la formacion de un endospermo

(Crane, 1985; Doyle y Donoghue, 1986; Crane et al., 1995).

Microsporogénesis en angiospermas

La microsporogénesis es el proceso por el cual se forman las microsporas a partir de la
divisibn meiotica de las células madres del polen. Se lleva a cabo en el interior del
microsporangio. Las células madres del polen (microsporocitos) derivan de las células del
tejido esporégeno. Estas células, con un citoplasma denso y ndcleos prominentes, entran
en meiosis perdiendo las conexiones plasmodesmaticas con las células del tapete.
Después, las paredes pectocelulésicas de los microsporocitos se hidrolizan y son
remplazadas por nuevas paredes de calosa. Durante este proceso, los plasmodesmos
entre los microsporocitos se interrumpen, pero se encuentran comunicados mediante
hebras de citoplasma que corren a través de canales citomicticos de las paredes de
calosa (Batygina, 2002).

Esto sugiere que en efecto los microsporocitos no estan influenciados por los sistemas de
la planta progenitora, por lo que el proceso meibtico se realiza y se controla por el
genoma haploide (Dickinson, 1982).

La primera division meibtica conduce a la formacién de una diada. Después de la segunda
division meidtica, una tétrada de microsporas se dispone en un arreglo tetraédrico, siendo

éste el mas frecuente (Batygina, 2002).



Microgametogénesis en angiospermas

La calosa que aun rodea a las microsporas es degradada por la activacion de la calasa (8
1-3 glucanasa), entonces son separadas de manera individual en el interior del l6culo de
la antera. En este momento, las microsporas tienen un nucleo prominente al centro y
organelos. La microspora continGa su crecimiento con los nutrientes disponibles en el
I6culo de la antera, solo después de haberse degradado la pared de calosa y gracias a la
flexibilidad que presenta la capa basal de exina (Shivanna, 2003).

La divisibn mit6tica es el mayor evento morfogenético después de la separacion de la
tétrada. Una gran vacuola se desarrolla al centro de la microspora, suceso acompafiado
con la migracién del nacleo hacia la periferia (Shivanna, 2003).

Tanto el desarrollo de la vacuola como el citoesqueleto parecen estar involucrados en la
migracion del nacleo (Brown y Lemmon, 1991).

Después de la migracién del nucleo hacia la periferia, una gran reorganizacion sucede en
el citoplasma; la mayoria de los plastidios y mitocondrias se trasladan hacia la region del
nucleo, resultando en una distribucién polarizada de los organelos (Shivanna, 2003).

El nucleo de la microspora entra en division mitdtica asimétrica, evento seguido de la
formacion de la placa celular entre los dos ndcleos de las células hijas. Una pared celular
se forma entre las membranas plasmaticas de los dos nucleos y se fusiona con la intina
(pectocelulésica) por el margen. Esta divisibn mitética asimétrica de la microspora da
como resultado la formacion de una gran célula vegetativa, que recibe la mayoria de los
plastidios y mitocondrias de la microspora, y una célula generatriz mucho mas pequefa

con ninguno o muy pocos organelos (Shivanna, 2003). Esquema 1.
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Esquema 1. Microsporogénesis y microgametogénesis en angiospermas. G, célula generativa, S, célula
espermética; V célula vegetativa. Modificado de Raghavan (1997).

Formacién del tubo polinico y crecimiento

En la antesis, las anteras abren y el polen es transportado por diferentes vectores
(insectos, viento, agua, etc.) y es depositado en la superficie del estigma (Konar y —
Linskens, 1966). Después de la polinizacion, los granos de polen germinan sobre la
superficie del estigma y los tubos polinicos crecen entre las células del estigma y el tejido
de transmisién del estilo, hacia la ovocélula (Batygina, 2006).

El tubo polinico es una estructura especializada del gametofito masculino, que es

responsable de transportar las células esperméticas al saco embrionario para efectuar la



doble fecundacion. El tubo polinico se origina como un crecimiento externo tubiforme de
la célula vegetativa del grano de polen (Batygina, 2006).

Una de las caracteristicas mas peculiares del tubo polinico es la presencia de las células
espermaticas dentro de su protoplasto. Ambas células espermaticas estan presentes
cuando se trata de granos de polen tricelulares (Apocynaceae, Cyperaceae,
Menyanthaceae, Poaceae, Valerianaceae). En plantas con granos de polen bicelulares, la
célula generatriz comienza su division para formar las dos células espermaticas una vez
gue el tubo polinico esta en crecimiento (Chloranthaceae, Fagaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae, Liliaceae). En el tubo polinico en crecimiento las células espermaticas se
mueven hacia el apice de éste (Batygina, 2006).

La germinacion de los granos de polen y el crecimiento de los tubos polinicos sucede en
dos etapas. La primera de ellas comienza durante la hidratacién del grano de polen.
Durante la germinacién, la intina cumple tres funciones: la capa exterior (pectinas) regula
la ruptura de las aperturas, la capa media (celulosa) participa en el transporte de
proteinas a la superficie del estigma durante la hidratacion del grano de polen; la capa
interna (glucanos y pectinas) es la precursora de la pared celular del tubo polinico
(Heslop-Harrison, 1979b).

Durante la segunda etapa de crecimiento (interaccion del tubo polinico y el estigma)
sucede la recepciéon o el rechazo del tubo polinico. Las proteinas, incluyendo diferentes
enzimas, juegan un rol esencial en este proceso (Heslop-Harrison, 1979a). Dichas
proteinas pueden tener distinto origen: esporofitico (provienen del tapete) y se encuentran
en la exina o gametofitico (de las microsporas o de los granos de polen) y estan en la
intina (Batygina, 2006).

El crecimiento del tubo polinico sobre un estigma compatible y el tejido de transmision,
esta estrictamente orientado a través de un canal conspicuo que contiene exudados que

rodean a las células y que proveen del medio para el crecimiento de los tubos polinicos o
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a través de espacios intercelulares de filas de células firmemente compactadas y
elongadas (donde los tubos polinicos entran en contacto con productos de la secrecion
del estilo). Los tubos polinicos en el ovario se mueven a través de filas de células
secretoras localizadas en su pared interna o por la placenta. En algunas especies la tasa

de crecimiento del tubo polinico alcanza 1.5um por segundo (Shivanna et al., 1978).

La elongacién de los tubos polinicos ocurre en su apice por la fusion de vesiculas con la
membrana plasmatica. Las vesiculas secretoras del aparato de Golgi son transferidas al
apice por una especie de fuente citoplasmatica mediada por el citoesqueleto. Un
mecanismo especifico regula la constante sintesis, degradacion y reorganizacion de los
elementos del citoesqueleto para mantener la distribucion de las vesiculas hacia el apice
del tubo polinico para su elongacion (Derksen et al., 1995).

La zona subapical del tubo polinico contiene vesiculas secretoras y varios organelos
(mitocondrias, aparato de Golgi, RE) y la zona nuclear, el nicleo de la célula vegetativa y
las células espermaticas. La zona de vacuolizaciéon y de formacién de los tapones de
calosa, presenta separaciones de las secciones proximales del tubo polinico. Lo anterior
provee de un alto potencial metabdlico en las tres primeras zonas. En la region apical del
tubo polinico se lleva a cabo la maxima sintesis de nuevos materiales para la construccion
de la pared celular (Heslop-Harrison, 1979a).

El volumen y la localizacién de la célula vegetativa y las células espermaticas o la célula
generatriz durante el crecimiento del tubo polinico y los cortes periédicos por tapones de
calosa estan en constante cambio (Batygina, 2006).

Unidad germinal masculina

Es la unidad funcional de transmision de la reproduccion sexual en las plantas con flores
formada por las células espermaticas o su precursora, la célula generatriz, en asociacion

fisica con el nicleo de la célula vegetativa. La unidad germinal masculina (UGM) contiene
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todo el DNA hereditario del linaje reproductor masculino, incluyendo el del nucleo de la
célula vegetativa y de las células espermaticas (Dumas et al., 1984).

Dos diferentes clases de asociacion son evidentes en la UGM: la primera es la asociacion
entre el nucleo vegetativo y la célula generatriz (evidente en polen bicelular) y una de las
dos células espermaéticas (evidente en polen tricelular y tardiamente en polen bicelular
cuando el tubo polinico crece); la segunda asociacion es entre ambas células
espermaticas, iniciada por la division de la célula generatriz, con frecuencia presente todo
el tiempo durante el descenso del tubo polinico (Batygina, 2006).

Fecundacion

Después de arribar al ovario, el tubo polinico puede entrar al 6vulo, ya sea a través del
micrépilo o por otra ruta. La primera es la condicion usual y es conocida como porogamia.
En algunas plantas el tubo polinico entra al évulo a través de la calaza. Dicha condicién
es conocida como calazogamia. Una estructura de especial significado para facilitar la
entrada del tubo polinico al 6vulo es conocida como obturador, formacion de origen
placentario, funicular o tegumentario, en conexion con el tejido de transmision que orienta

y dirige el tubo polinico hacia el micrépilo. (Maheshwari, 1950).

Posteriormente de haber penetrado la pared del saco embrionario, el tubo polinico puede
pasar tanto entre la ovocélula y una sinérgida como entre la pared del saco embrionario y
una sinérgida o a través de una sinérgida. Como regla solo una de las sinérgidas es
destruida por el impacto del tubo polinico y la otra permanece intacta hasta un tiempo
después (Maheshwari, 1950).

Se ha observado que los tubos polinicos quedan colocados entre la ovocélula y los

nacleos polares (Maheshwari, 1950).



Después que el tubo polinico ha descargado su contenido en el saco embrionario, uno de
los ndcleos de las células esperméticas se fusiona con la ovocélula (singamia) y el otro
nacleo con los nicleos polares (triple fusién) de la célula central. Como resultado de esta
doble fecundacion, se forman un embrién diploide y tipicamente un endospermo triploide.
(Maheshwari, 1950).

Embriologia de la familia Podostemaceae

El estudio de las Podostemaceas comenzé hacia finales del siglo XVIII, cuando en 1775
Mourera fluviatilis fue descubierta y descrita por Aublet en 1803 Michaux estableci6 el
género tipo Podostemum, considerando la especie P. ceratophyllum (Mohan Ram y
Sehgal, 2001) y hacia 1815 fue reconocida la familia Podostemaceae por Richard (Les et
al., 1997).

El crecimiento vegetativo de las Podostemaceas ocurre a distintas profundidades (75-100
cm) en rios con cascadas y corrientes rapidas, con intervalos de temperatura de 14 a
27°C (Sculthorpe, 1967); pero se les encuentra usualmente en lugares soleados con agua
bien aereada (Philbrick y Novelo, 1995). La antesis, en contraparte sucede en el medio
aéreo, soblo cuando baja el nivel del agua en la época seca del afio. En esta parte del ciclo
de vida, es posible que el incremento de la temperatura, el decremento del volumen de
agua y los nutrientes disponibles en el agua sean los factores que disparan la
diferenciacién del meristemo vegetativo a meristemo floral (Sculthorpe, 1967; Sehgal et
al., 1993) y tal vez también el alargamiento de los pedicelos (Schnell, 1967).

Se propone que las flores de las Podostemaceas exhiben anemofilia o entomofilia,
aunque también ocurre autogamia o cleistogamia (Jager-Zirn, 1999). Los frutos se
desarrollan fuera del agua cuando la planta madre ya se ha secado (Philbrick y Novelo,
1994) al igual que la maduracién de la semilla (Magnus, 1913 en: Murguia-Sanchez,

2003).
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La fase gametofitica del ciclo de vida de las Podostemaceas inicia cuando el cuerpo
vegetativo se encuentra aun sumergido, ya que las flores se forman dentro del tallo
(Schnell, 1967); la floraciéon ocurre al final de la época de lluvias (Philbrick y Novelo,
1995).

Warming (1882 en: Jager-Zurn, 1997) inici6 el estudio de la embriologia en
Podostemaceas de la India principalmente. En la primera década del siglo XX se
establecié que en el 6vulo se localizan los caracteres embriolégicos que definen a la

familia Podostemaceae y en taxa asiaticos se continuaron las investigaciones.

Durante el desarrollo del évulo, se observé también que se forma un “pseudo-saco
embrionario” (Went, 1908) a causa de la degradacién de las paredes celulares de la
nucela (Magnus, 1913) y se le consideré como un reservorio ideal de agua (Arber, 1920).
Arekal y Nagendran (1975) usan el término “plasmodio nucelar’, para precisar que esta
estructura tiene su origen en la nucela. Asi, el plasmodio nucelar aparentemente
substituye la funcién del endospermo (Palser, 1975) ya que, se encarga de nutrir al saco
embrionario y posteriormente al embrion (Magnus, 1913; Razi, 1949, 1955; Mukkada,
1964, 1969; Nagendran et al., 1977), lo que se infiere por la presencia de nudcleos

conspicuos gue sugieren una activa funcion de sintesis (Arekal y Nagendran, 1975).

Respecto al estudio embrioldgico del gametofito masculino en la familia Podostemaceae,

se presentan en una tabla los resultados de los estudios realizados en algunas de sus

especies (tabla 1).
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Tabla 1. Caracteres embrioldgicos del gametofito masculino en podostemaceas.

Tristichoideae

# Capas

. . . . # Tipo de .
pared Tipo de desarrollo  Tipo de Tipo de Tipo de Esporangios Polen diserﬁinacién Tipo de
antera de la pared tapete citocinesis tétradas liberado dehiscencia

: de la antera del polen
inmadura
. . . . isobilaterales . .
Apinagia latifolia 3 secretor sucesiva 4 bicelular monadas
0 decusadas
Diamantina lombardi? simultanea tetraédricas tétradas
mono o . . o . . .
Marathrum rubrum?® 2,34 Lo secretor simultanea tetraédricas 4 bicelular monadas introrsa
dicotiledéneo
Vanroyenella plumosa* 5-6 Bésico secretor  simultanea tetraédricas 4 bicelular ménadas introrsa
Oserya coulteriana® no observado secretor no observado no observado 4 bicelular moénadas introrsa
Podostemum ricciiforme® no observado Secretor sucesiva isobilaterales 4 bicelular diadas introrsa
Podostemum subulatum’ sucesiva bicelular diadas
Podostemum olivaceum® sucesiva bicelular diadas
Polypleurum stylosum® 5 basico sucesiva bicelular diadas
Thelethylax minutiflorus® simultanea
. . mono o . , . .
Terniola zeylanica™ 4 A secretor simultanea bicelular diadas
y dicotileddéneo
- . mono o . . .
Griffithella hookeriana™? 4 L secretor sucesiva bicelular diadas
dicotileddéneo
Tristicha trifaria™® 4 dicotileddneo secretor no observado no observado 4 bicelular monadas introrsa
Indotristicha ramosissima®* 4 monocotileddneo simultanea tricelular monadas introrsa
Dalzellia ceylanica™ simultanea moénadas
. basico o mono o . . . .
Weddellina squamulosa™® 4-5 secretor desconocido  desconocido bicelular mobnadas

dicotiledéneo
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1. Jager-Zirn et al., (2005); 2. Philbrick et al., (2004) en Jager-Zirn et al., 2005; 3. Jager-Zirn et al., (2005) y Murguia-Sanchez, (2003); 4. Murguia-Sanchez et al., (2001) y
Murguia-Sanchez, (2003); 5. Murguia-Sanchez, (2003); 6. Murguia-Sanchez, (2003); 7. Magnus y Werner 1913 en Jager-Ziurn et al., 2005 y Magnus, (1913) en Murguia-
Sanchez, 2003; 8. Magnus y Werner 1913 en Jager-Zirn et al., 2005 y Magnus, (1913) en Murguia-Sanchez, 2003; 9. Magnus y Werner 1913 en Jager-Zirn et al., 2005; Khosla
et al., (2000) y Kapil (1970) en Murguia-Sanchez, 2003; 10. Jager-Zirn, (1967) en Jager-Zirn et al., (2005); 11. Mukkada, (1969) en Murguia-Sanchez, 2003; 12. Razi, (1949) en
Jager-Zirn et al., 2005; 13. Murguia-Sanchez, (2003); 14. Khosla y Sehgal, (2009), Chopra y Mukkada, (1966) en Jager-Zirn et al. 2005; 15. Mukkada, (1969) en Murguia-
Sanchez, 2003; 16. Jager-Zirn (1997).




Un tema mucho menos estudiado corresponde a la germinacion de los granos de polen y
el crecimiento de los tubos polinicos, por ejemplo, Khosla et al. (2000) refieren que en
Polypleurum stylosum (Podostemoideae) la germinacion abundante del polen ocurre
dentro de las seis horas posteriores a la polinizacion, en este intervalo los tubos polinicos
se limitan a los estigmas; después de 12 a 14 horas entran en el ovario y se observan en
la placenta 18 a 20 horas después de la polinizacion, momento en que los tubos polinicos
lograron entrar en pocos 6vulos. La fecundacion no fue observada y no se formoé
endospermo. En Indotristicha ramosissima (Tristichoideae) (Khosla y Sehgal, 2009), se
encontré que la germinacion de los granos de polen y el crecimiento de los tubos polinicos
suceden mediante la autopolinizacién y la polinizacién cruzada (manuales) y natural; sin
embargo la mayor germinacion de granos de polen (95%) ocurrié en la flores polinizadas
naturalmente y en las autopolinazadas de manera manual. Los tubos polinicos alcanzaron
la base del estigma entre las 4 y 5 horas, el extremo del ovario entre las 8 y 10 horas y
entraron a los ovulos entre 16 a 20 horas posteriores a la polinizacién tanto en
polinizaciones naturales como manuales.

Por otra parte Luna-Ramos (2006) reporta crecimiento de tubos polinicos tanto en flores
autopolinizadas como provenientes de polinizaciones cruzadas de Marathrum rubrum y
Marathrum schiedeanum.

Respecto a la falta de la doble fecundacién y la ausencia de endospermo en la familia
Podostemaceae, existen algunos reportes, como el de Battaglia (1980), quien afirma que
dichas caracteristicas son inusuales para plantas con flores; el de Sehgal et al. (2010) y el

de de Sa’-Haiad et al. (2010), quienes corroboran dicha informacién.
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JUSTIFICACION

La doble fecundacién ha sido un proceso muy discutido en la familia Podostemaceae. La
ausencia del endospermo ha llevado a la postulacion de algunas hipétesis para
explicarla. Si dichas hipétesis son planteadas en funciéon del gametofito masculino, las

posibles explicaciones podrian ser:

a) El desarrollo del grano de polen es anormal y por lo tanto éstos son abortivos.

b) Que el tubo polinico al llegar al saco embrionario porte una unidad germinal masculina
integrada solamente por los nucleos de la célula vegetativa y de la célula generatriz; de
esta manera, solo habria un nicleo capaz de fecundar a la ovocélula y no se podria
completar el proceso de la triple fusion entre los nucleos polares de la célula central y un
segundo nucleo espermatico.

¢) La division de la célula generatriz puede suceder durante el crecimiento del tubo
polinico hacia el 6vulo; por lo que se formaria una unidad germinal masculina tipica
integrada por el nucleo de la célula vegetativa y dos células espermaticas. Sin embargo,
antes de completarse el proceso de la doble fecundacion, uno de los dos nucleos
espermaticos podria degenerar completandose Unicamente la singamia, responsable de
la formacion del embrion.

d) La divisién de la célula generatriz puede suceder durante el crecimiento del tubo
polinico y la unidad germinal masculina se conformaria de manera habitual. Sin embargo
aun habiendo llegando al interior del saco ambos nucleos espermaticos, s6lo conseguiria
fusionarse uno de ellos, el responsable de la formacién del embrion.

Para tratar de probar estas hipotesis se estudiara la microsporogénesis, la

microgametogénesis y el desarrollo del tubo polinico en Marathrum schiedeanum.
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OBJETIVO GENERAL

- Conocer el desarrollo y estructura del grano de polen y del tubo polinico en Marathrum
schiedeanum.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Conocer la microsporogénesis en Marathrum schiedeanum.

- Conocer la microgametogénesis en Marathrum schiedeanum.

- Determinar el nimero de células que transporta el tubo polinico en el pistilo.

METODOLOGIA

Sitio de estudio

El material colectado para el presente estudio proviene de dos localidades ubicadas en el
Estado de Jalisco, México. La primera de ellas se encuentra en el Municipio de El Tuito, a
un kilbmetro rio arriba sobre el rio Los Veranos, este rio llega a la localidad conocida
como Chico’s Paradise, aproximadamente 25km al sur de Puerto Vallarta (20° 26’ 05”N,
105° 18’ 10” O).

La segunda localidad se encuentra en el rio Las Juntas, 50km al sur de Puerto Vallarta,
cerca del puente Las Juntas del Sur, a una altitud de 300 msnm, en el municipio de El
Tuito (20° 29’ 00”N, 105° 17’ 35” O).

En ambas localidades las condiciones donde se desarrollan las plantas son practicamente
las mismas. Se trata de rios de corriente rapida, donde las rocas sobre las cuales se lleva
a cabo el ciclo de vida de las plantas se encuentran en zonas totalmente expuestas a la
radiacion solar. En dichas rocas el cuerpo vegetativo de las plantas se encuentra

firmemente adherido.
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Descripcion de la especie

Marathrum schiedeanum es una planta anual o perenne; el tallo llega a medir hasta 20cm
de largo, algunas veces se encuentra ramificado, postrado o aplanado, con hasta 2.5cm
de diametro; las hojas son verdes, pero frecuentemente se puede observar un color rojizo
en la superficie abaxial; miden hasta 80cm de largo; los peciolos van de cilindricos a
ligeramente aplanados; la hoja tiene un raquis central expandido y prominente, pinnado,
dividido repetidamente, la pinnacion primaria es comunmente alterna, las divisiones
posteriores pueden ser filiformes o espatuladas, de 2 a 4mm de largo y de 0.18 a 0.6mm
de ancho; el apice es agudo. Los pedicelos van de 4 a 10cm de largo con un apice
expandido en forma de copa alrededor de la base de la capsula; este apice va de 1.3 a
3mm de diametro, con un borde que puede ser liso o irregularmente dentado. La flor
presenta de seis a diez tépalos, que van de 0.4 a 1mm de largo, triangulares, insertados
alternadamente con los estambres, que son de siete a nueve, insertados en un anillo que
rodea el pistilo. Los filamentos van de 3.8 a 6.5mm de largo; las anteras, de 1.4 a 2.8mm
de largo; los estigmas, de 0.1 a 1.5mm de largo; los frutos son capsulas de 4 a 6mm de
largo y de 1.7 a 2.5mm de diametro. Cada valva presenta tres costillas; la media de
semillas por capsula es de 392 (SD 279, n=76).

Marathrum schiedeanum tiene una amplia distribucién en las zonas bajas de México (por
debajo de los 1000 msnm); de Nayarit a Chiapas en la costa del Pacifico y en Veracruz en
la costa del Atlantico. Se distribuye también en Guatemala, Belice y Costa Rica (Philbrick
y Novelo, 1997a).

Existe entre Marathrum schiedeanum y Marathrum rubrum un gran parecido morfoldgico
por ello comprobar la identidad taxonémica de la especie resulta importante. Se realiz6 en
campo la distincion e identificacion de la plantas, misma que se ve reforzada con la
evidencia embriolégica, encontrandose las siguientes diferencias significativas entre
ambas especies.
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A nivel morfolégico, M. rubrum tiene hojas de color rojo brillante en ambas superficies
adaxial y abaxial y la ultima division de la hoja de 0,02 a 0,06 mm de ancho, mientras que
M. schiedeanum tiene hojas generalmente de color verde a rojizo en la superficie abaxial
Gnicamente y Ultima division de la hoja (0,08) 0,18-0,06 (1) mm de ancho. Mientras tanto,
a nivel embrioldgico se reportan para M. rubrum un namero variable de 2, 3 o hasta 4
capas de la pared de la antera, (epidermis, uno o dos estratos de endotecio y una capa
media sin considerar el tapete) y para M. schiedeanum se observan 4 capas (epidermis,
endotecio, capa media y tapete). Ademas existe entre ambas especies diferencias
significativas en el tiempo de degradacion de las capas medias y el tapete, ello

comparandolas en etapas de desarrollo similares.

Un estudio de los cariotipos realizado en las especies mexicanas del género Marathrum

por Oropeza et al. (1998) respalda la distincion de ambas especies.

Trabajo de campo

Recoleccion de botones florales

Del 29 de noviembre al 6 de diciembre de 2008, durante la época de secas, se
recolectaron diferentes etapas del desarrollo floral (desde primordios florales, hasta flores
en antesis) en los rios Horcones y Las Juntas, en el Estado de Jalisco, México. Las
plantas colectadas provienen de rocas distintas y se extrajeron manualmente cuidando la
integridad del tallo taloide por ser el 6rgano vegetal donde se desarrollan los botones
florales. A continuacion se realizo la extraccion también manual de botones florales de los
tallos taloides con el propésito de estudiar el desarrollo del gametofito masculino,
particularmente las etapas de microesporogénesis y microgametogénesis.

En seguida el material fue fijado en una mezcla de glutaraldehido 3% y paraformaldehido

1.5%, manteniéndose a 4°C durante 6 dias. Posteriormente se realizaron 6 lavados de 15
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minutos cada uno con amortiguador de s-collidina (0.1mol/L, pH 7.2), permaneciendo en

dicha solucién hasta su procesamiento en el laboratorio.

Polinizaciones artificiales (Germinacion in vivo)

Se realizaron polinizaciones artificiales con la finalidad de observar el crecimiento del tubo
polinico a través del estigma y placenta hasta su llegada al saco embrionario. Para ello
fue necesario emascular los botones florales en preantesis con un dia de anticipacién a
las polinizaciones; enseguida fueron cubiertas con pequefias bolsas hechas con
membrana de didlisis (Spectra de 32mm), para evitar la llegada de polen no deseado. Al
dia siguiente las flores emasculadas fueron descubiertas y polinizadas manualmente, con
polen proveniente de flores distintas del mismo individuo (geitonogamia) y con polen de
flores de otros individuos (xenogamia); realizando las colectas cada 15 minutos durante
las 2 primeras horas y cada hora a partir de la tercera hora hasta la séptima hora post-
polinizacion. Las flores colectadas fueron fijadas en formaldehido al 4% en PBS 1X a 4°C
durante 24 horas, a continuacion se realizaron 2 lavados de 15 minutos cada uno con
amortiguador de PBS 1X, manteniéndose en dicha solucion hasta el momento de su
procesamiento en el laboratorio.

Fue realizada una segunda colecta de material para realizar nuevas polinizaciones
artificiales; mismas que se llevaron a cabo el dia 8 de diciembre de 2009. La metodologia
utilizada esta ocasién fue distinta de la primera colecta. Fueron seleccionados y
desprendidos de las rocas tallos taloides con flores en etapa de pre antesis; se
mantuvieron en recipientes plasticos con un poco de agua del rio durante todo el tiempo
del experimento, desde que llegaron a la etapa de antesis, hasta el momento de ser
colectadas dependiendo del tiempo establecido para cada una de las polinizaciones. El
tipo de polinizacion artificial fue autopolinizacion, por lo que no fue necesario emascular

con anticipacion, como tampoco cubrir los estigmas de las flores dado que todas las flores
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seleccionadas estaban en etapa de pre antesis. Los tiempos de colecta post polinizacién
fueron de 2,5, 7, 9 y 24 horas.
El material fue colectado y fijado en una mezcla 3:1 de alcohol etilico y acido acético

glacial por 24 horas.

Trabajo de laboratorio

Procesamiento de los botones florales

Se realizé la determinacion de las distintas etapas de desarrollo de los botones florales
(obedeciendo principalmente a criterios propios, de tipo morfométricos) colectados y

fijlados en campo (tabla 2).

Tabla 2. Determinacion de las distintas etapas de desarrollo de los botones florales.

Etapa Caracteristica

1 2mm

3-4mm

5mm

6mm

a b W N

7mm

Imm

10mm

11mm

12mm
10 19mm
11 Preantesis
12 Antesis

Dentro del tallo

Fuera del tallo con espatela

Sin espatela

Una vez establecidas las distintas etapas de desarrollo, los botones y flores fueron
deshidratados en una serie gradual de alcohol etilico: 30, 50, 75, 80, 96 y 100% (dos
veces mas en ésta Ultima concentracion), permaneciendo 20 minutos en cada una de las

concentraciones e incluidos en LR — White, de acuerdo a lo descrito por Lopez et al.
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(2005). Los bloques del material incluido fueron cortados en un ultramicrétomo RMC
MT990, empleando cuchillas de vidrio, obteniéndose cortes de 1 - 2um de espesor que

fueron tefiidos con azul de toluidina de acuerdo a lo descrito por Lépez et al. (2005).

Las preparaciones obtenidas fueron utilizadas para describir por medio de microscopia de
luz, el desarrollo del grano de polen. Se obtuvieron a partir de ellas microfotografias en

dos microscopios, Olympus Provis AX70 y Olympus BX51 para ilustrar dicho proceso.

Observacion de tubos polinicos

Para cubrir este objetivo, las flores polinizadas y fijadas en formaldehido al 4%, fueron
deshidratadas en una serie gradual de alcohol etilico: 30, 50, 75, 80, 96, 100, 100 y 100%,
permaneciendo 20 minutos en cada una de las concentraciones e incluidas en LR —
White, de acuerdo a lo descrito por Lopez et al. (2005); para obtener cortes de 2.5 - 3um
de espesor en un ultramicrétomo RMC MT990, empleando cuchillas de vidrio. Fueron
tefiidos con azul de anilina y observados bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus
BX51), para registrar la presencia de tubos polinicos. Posteriormente se realizé una
inmonulocalizacién en aquellas preparaciones que mostraron gran cantidad de tubos
polinicos utilizando la siguiente metodologia:

1) Los cortes de entre dos y tres micras provenientes de inclusién en LR-White son
puestos en portaobjetos cubiertos con una capa de poli-lisina (BIOCARE MEDICAL),
donde se les coloca PBS 1X por 15 minutos.

2) Las preparaciones son secadas con papel filtro y se marca el contorno del portaobjetos
con un plumén PAN-PEN.

3) Se colocan las preparaciones en una cdmara humeda y se aplica 100pL de solucién de
blogueo (10% BSA en PBS 1X) por cada preparacion, se incuban durante una hora a
20°C.
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4) Se retira la solucién de bloqueo y se coloca 200uL del anticuerpo primario 1-3
glucano (Biosupplies, Australia) a una dilucion 1:1000, se deja incubar toda la noche a
4°C.

5) A continuacion se efectian cuatro lavados de 5 minutos con PBS 1X.

6) Posteriormente se agrega a las preparaciones el anticuerpo secundario Alexa Fluor 568
goat- mouse IgG (H+L) (INVITROGEN) en una dilucién 1:200 y se incubar durante 4 horas
a temperatura ambiente en oscuridad.

7) Nuevamente se efectlan cuatro lavados de 5 minutos con PBS 1X.

8) Se coloca sobre las preparaciones el medio de montaje (SIGMA); con DAPI (Roche)
100ng/mL en proporciébn 10:1 y se mantienen en refrigeracion y oscuridad hasta el
momento de su observacién en el microscopio confocal Olympus FV 1000 donde se

obtienen las microfotografias correspondientes.

Las flores que fueron fijadas en una mezcla 3:1 de alcohol etilico y acido acético glacial,
fueron observadas al microscopio confocal Olympus FV 1000 por medio de un aplastado
(squash) y tefiidas con azul de anilina con el propésito de determinar el grado de
crecimiento del tubo polinico, apegandose a la siguiente metodologia:

1) Las flores colectadas se fijaron por 48 horas con &cido acético, alcohol 3:1 y se dejaron
un dia como minimo en la solucién a temperatura ambiente.

2) Los pistilos se aclararon y suavizaron con sulfito de sodio 10% p/v y se colocaron en
autoclave por cinco minutos.

3) Los pistilos aclarados y suavizados se cambiaron a solucion de azul de anilina y se
mantuvieron en oscuridad a 4°C durante al menos un dia.

4) Posteriormente los pistilos tefiidos se aplastaron con la finalidad de disgregar el tejido,
se observaron al microscopio de epifluorescencia Olympus BX50 y se tomaron las

microfotografias correspondientes.
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RESULTADOS

Tanto la diferenciacion del meristemo vegetativo en meristemo floral como el desarrollo de
las estructuras de reproducciéon sexual de Marathrum schiedeanum comienzan en el
interior del tallo taloide de la planta, cuando éste se encuentra aun sumergido, sin
embargo la floraciébn no comienza sino hasta la temporada de secas, cuando el nivel del
agua desciende y permite que la polinizacién ocurra en el medio aéreo.

La flor en antesis de Marathrum schiedeanum que crece en las zonas de colecta, tiene un
pedicelo que mide entre 5y 6 cm de longitud. El androceo esta conformado por 5 a 7
estambres, el pistilo se encuentra reducido a un ovario supero (5mm de longitud en
promedio) y un estigma bifido. El Gnico verticilo vegetativo se encuentra representado por

una serie de tépalos alternados con los estambres (figura 1).

Figura 1. Flores de Marathrum schiedeanum.

Microsporogénesis y microgametogénesis

Los botones florales que se encuentran completamente inmersos en el cuerpo vegetativo
de la planta, cuando tienen un longitud de alrededor de 2mm presentan el androceo en un
estado de desarrollo avanzado; formado por un namero variable de 5 a 7 estambres,

compuestos por un filamento y una antera biteca y tetrasporangiada (figura 2).
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LAMINA |
Capas de la antera joven y transformacion del tejido esporégeno en células madre de las microsporas.

Figura 2. Seccién transversal de la antera joven, se observa bitecada y tetrasporangiada.

Figura 3. Microsporangio que muestran las cuatro capas que conforman la pared de la antera. También se observa el tejido esporégeno.
Figura 4. En la pared de la antera se aprecia una segunda capa media y la transformacion del tejido esporégeno en células madres de las
microsporas.

Figura 5. Células madre de las microsporas, nucléolos (flechas negras), aimidon (flecha roja).

Capa media (cm), célula madre de la microspora (cmm), endotecio (en), epidermis (ep), tapete (ta), tejido esporégeno (te), almidon (flecha en
rojo).
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En este estadio de desarrollo, la pared de la antera estd conformada por cuatro capas: un
estrato celular epidérmico, cuyas células son de cUbicas a rectangulares, y mucho mas
grandes que las del resto de la capas; el endotecio es monoestratificado, con células mas
alargadas en comparacion con las de la epidermis; una capa media, con células
alargadas pero mas delgadas que las del endotecio; el tapete, uniestratificado cuyas
células en este momento son rectangulares, alargadas y adelgazadas, al interior de las
cuales es posible observar un nucleo y hasta dos nucléolos; finalmente rodeado por ésta
Ultima capa, el tejido esporégeno, integrado por un camulo de células de gran tamafio y

nacleos conspicuos (figura 3).

La pared de la antera se encuentra completamente formada en la etapa en la cual se
presenta tejido espordgeno. En una etapa posterior del desarrollo; donde los botones
florales aun se encuentran dentro del cuerpo taloide de la planta y presentan una longitud
de 3 a 4mm aproximadamente, es posible hallar una segunda capa media, situandose
ambas entre el endotecio y el tapete (figura 4). Esta segunda capa media se forma
posterior a la etapa de morfogénesis del resto de las capas de la pared de la antera y su
origen se debe a una divisién periclinal de la capa media preexistente.

Comienza la sintesis y acumulacién de pequefias moléculas de almidon en epidermis,
endotecio y capas medias. El tejido espordégeno se ha transformado en células madre de
las microsporas; algunas de las cuales muestran en el interior de la membrana nuclear
dos nucléolos y se observan aun en division mitética (figura 5).

En botones florales de aproximadamente 5mm de longitud y aun dentro del tallo, las
células madre de las microsporas de cada uno de los l6culos de la antera se conjuntan en
el centro de los mismos, recubriéndose con una capa de calosa, aislandose del tapete
(figura 6). Dicho fendmeno involucra la ruptura de los puentes citoplasmaticos que

existian entre el tapete y las células madre de las microsporas, quedando asi, conexiones
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sOlo entre tejidos del mismo tipo. En este momento la pared de la antera muestra la
epidermis, el endotecio con células de un mayor tamafio, la capa media adyacente al
tapete con cierto grado de degradacion vy el tapete, de tipo secretor, constituido de células
gue han alcanzado su maximo tamafio y cuya densidad citoplasméatica indica que se
encuentran en una etapa de gran actividad bioldgica (figura 7).

El tipo de citocinesis que se observa durante la microsporogénesis es simultanea, por ello,
al finalizar la meiosis dos, se observan tétradas de microsporas tetraédricas, cubiertas por
calosa (figura 8). El almidon sintetizado en etapas previas es significativamente menor. La
pared de la antera en esta etapa se integra de epidermis, endotecio, la capa media
adyacente al endotecio en degeneracion, y el tapete, cuyas células aun son de gran
tamafio y su citoplasma denso (figura 9). La meiosis se observé como un proceso
asincronico tanto en el interior de un mismo léculo, en loculos distintos de la misma antera
como en anteras distintas, ya que al mismo tiempo se observaron tétradas bien formadas,
diadas de microsporas, como microsporocitos Unicamente cubiertos con calosa (figuras
10y 11).

En etapas postmeidticas, en botones florales de entre 6 y 7mm de longitud (inmersos adn
en el cuerpo vegetativo de la planta), la capa de calosa que agrupaba a la tétrada de
microsporas ha sido ya disuelta, por ello es posible observarlas libres en los I6culos de la
antera. La pared de la antera en esta etapa esta constituida por la epidermis, el endotecio
gue persiste con células de mucho mayor tamafio que en etapas anteriores, los restos de
las capas medias que ya se han degradado y el tapete, cuya apariencia indica una
reducciéon considerable de su actividad y su proxima desaparicion. El almidén en esta
etapa, ya se ha utilizado por completo (figura 12).

Las microsporas presentan un gran nucleo en posicién central y un citoplasma denso

(figura 13).
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LAMINA II
Microsporogénesis.

Figura 6. Seccidn transversal de la antera, se muestran los microsporocitos envueltos en una pared de calosa.
Figura 7. Capas de la pared de la antera momentos previos al inicio de la meiosis.

Figura 8. Tétradas tetraédricas envueltas por una capa de calosa.

Figura 9. Capas de la pared de la antera durante la etapa de tétradas de microsporas.

Capa media (cm), endotecio (en), epidermis (ep), meiocitos (me), tapete (ta), tétradas de microsporas (tm).



LAMINA 111
Tétradas de microsporas y granos de polen jovenes.

Figura 10. Tétradas tetraédricas al finalizar la meiosis II.

Figura 11. Proceso asincronico de formacion de las tétradas de microsporas.

Figura 12. Capas de la pared de la antera al terminar la meiosis y microsporas libre o polen joven.
Figura 13. Granos de polen joven, presentan un Unico nicleo de posicion central y un citoplasma denso.

Capa media (cm), endotecio (en), epidermis (ep), polen joven (pj), tapete (ta), tétradas de microsporas (tm), tnico ndcleo del grano
de polen joven (flecha en negro).
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LAMINA IV
Anteras con cinco microsporangios y microgametogénesis.

Figura 14. Capas de la pared de la antera en botones florales que comienzan a sobresalir del cuerpo vegetativo de la planta pero ain
cubiertas por la espatela.

Figuras 15y 16. Secciones transversales de anteras donde se muestra un esporangio adicional cuya posicion corresponde a la del haz
vascular en anteras normales.

Figura 18. Granos de polen maduro, se aprecian tanto el ndcleo de la célula vegetativa como el de la célula generatriz.

Endotecio (en), epidermis (ep), estomio (es), ndcleo de la célula generatriz (ng), nicleo de la célula vegetativa (nv), polen joven (pj),
microsporangio aberrante (flecha sola), microsporangio atréfico (flecha en sola).
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Con las recién formadas microsporas, ha concluido la microsporogénesis. De esta etapa
en adelante, se formaran el o los gametos y la célula vegetativa por medio de la
microgametogénesis.

En botones florales que sobresalen del cuerpo vegetativo de la planta, poseen un pedicelo
de 2 a 4cm y se encuentran aun cubiertos por la espatela; alcanzan una longitud de entre
9y 10mm; la pared de la antera esta constituida sélo por la epidermis y el endotecio con
engrosamientos de las paredes (figura 14). Los botones en esta etapa no se encuentran
sumergidos.

En distintas anteras definidas como etapas de desarrollo similar, se presenta un quinto
microsporangio de posicion inusual (figuras 15y 16).

En una serie de cortes sucesivos se observdo que dicho microsporangio posee
dimensiones significativamente menores que las de los microsporangios usuales; e
inmediatamente después de él se halla el haz vascular (en una region cercana aun al
apice de la antera). En el interior, los granos de polen son morfolégicamente andmalos;
presenta formas irregulares y distintas a la del resto de los granos de polen de los otros
microsporangios (figura 17).

En etapas posteriores se encuentran granos de polen bicelulares, es decir, polen maduro,
gue como resultado de la division mitética desigual presentan un nulcleo mas grande, el
de la célula vegetativa, cuyo citoplasma esta delimitado por la pared del grano de polen y
por otra parte también se puede observar un ndcleo mas pequefio, perteneciente a la
célula generatriz, delimitado por una pared, el cual se encuentra incluido en el citoplasma
de la célula vegetativa, asi se completa la microgametogénesis (figura 18).

En botones florales que ya han salido de la espatela; con una longitud de alrededor de
19mmy con un pedicelo de aproximadamente 5cm, es posible observar el adelgazamiento
del tejido conectivo entre los microsporangios de una misma teca y el estomio mas

pronunciado (figura 19).
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LAMINA V
Anteras en etapas tardias, dehiscencia de la antera y liberacion de los granos de polen maduros.

Figura 19. Capas de la pared de la antera en botones florales fuera de la espatela y pedicelo de aproximadamente 5cm.
Figura 20. Antera con tres microsporangios con polen de apariencia abortiva.

Figura 21. Dehiscencia longitudinal de la antera.

Figura 22. Granos de polen en estado bicelular.

Endotecio (en), epidermis (ep), estomio (es), nucleo de la célula generatriz (ng), ntcleo de la célula vegetativa (nv), polen maduro (pm).
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Se presentaron varias anteras con tres microsporangios con polen de apariencia abortiva
y un solo microsporangio con polen normal (figura 20).

El porcentaje de anteras con aberraciones, ya sea con tres microsporangios estériles o
con cinco microsporangios es para ambos casos alrededor de 7% de todo el material
procesado (£ 57 botones florales).

Finalmente las flores en antesis presentan un pedicelo de entre 5 y 6cm de longitud. La
dehiscencia de la antera se da de manera longitudinal e introrsa (figura 21). Los granos de

polen se liberan en monadas, estado bicelular y son tricolpados (figura 13) y (figura 22).

Germinacion de los granos de polen y crecimiento del tubo polinico

En las flores que fueron autopolinizadas se observé que aquellas con un tiempo de 2
horas posteriores a la polinizacion (HPP) que en los granos de polen adheridos sobre la
superficie del estigma, no hubo la presencia de tubos polinicos (figura 23). En flores con
5 HPP, comienza la germinacion de los granos de polen, por ello se observan algunos
tubos polinicos; sin embargo el nimero de granos de polen sin germinar fue mucho mayor
gue el de los ya germinados. La longitud de los tubos polinicos no rebasa la cuarta parte
de la longitud del estigma (figura 24).

Las flores con 7 HPP muestran una alta germinacion de los granos de polen (~90%); sus
tubos polinicos alcanzan una longitud que rebasa la mitad del estigma (figura 25). Aln es
posible observar algunos granos de polen solo adheridos en la superficie del estigma sin
germinar.

El porcentaje de germinacién de los granos de polen procedentes de flores con 9 HPP es
mayor al 90%, la longitud de los tubos polinicos que se observan alcanza en este

momento la base del estigma (figura 26).
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En las flores con 24 HPP, la germinaciéon del polen es cercana al 100%, los tubos
polinicos rebasan la base del estigma y se dirigen hacia la zona de la placenta (figuras 27
y 28)

También se registraron observaciones de las flores que fueron polinizadas de manera
cruzada, mediante la obtencion de cortes finos e inmunolocalizacién de calosa y tincion de
DNA. Los tiempos de colecta observados son de 45 minutos post-polinizacion, una, dos y
4 horas. En el primer caso, solo fue posible observar los granos de polen en el estigma,
ninguno de ellos con tubo polinico. A una HPP se encontraron los granos de polen en la
superficie estigmatica con un tubo polinico extremadamente corto, mismo que no rebasé
una cuarta parte de las células estigmaticas. A dos HPP, en el estigma no se observaron
los granos de polen.

Después de cuatro HPP se encontraron un gran nimero de granos de polen germinados
consecuentemente, tubos polinicos, todos ellos ain en el estigma (lamina VII).

Estos tubos polinicos presentan dos ndcleos con morfologia diferente. La posicion de uno
de ellos en el tubo polinico es distal y su forma es mas grande y alargada con respecto al
otro nucleo, cuya posicion es proximal (ambos respecto al 4pice del tubo polinico), el
tamafo de este ultimo pequefio en comparacion con el otro nicleo, por lo que resulta
contundente pensar que se trata del nicleo de la célula vegetativa y el nlcleo de la célula
generatriz respectivamente. Dichos tubos polinicos fueron hallados aun dentro de la zona
estigmatica, y su longitud apenas alcanzaba una cuarta parte del estigma

aproximadamente (lamina VIII).
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LAMINA VI
Germinacion de granos de polen y crecimiento del tubo polinico a distintos tiempos posteriores a la polinizacion.

Figura 23. Dos horas post-polinizacion. Acoplamiento. Campo oscuro. Azul de anilina (polen) nTejido estigmatico

Figura 24. Cinco horas post-polinizacion. Acoplamiento. Campo oscuro. >, _f‘AzuI de anilina (poleny tuhos polinicos) .Tejido estigmatico
Figura 25. Siete horas post-polinizacion. Acoplamiento. Campo oscuro. Azul de anilina (poleny tubos polinicos) -Tejido estigmatico
Figura 26. Nueve horas post-polinizacion. Acoplamiento. Campo oscuro. Azul de anilina (poleny tubos polinicos) -Tejido estigmatico

Figura 27. Veinticuatro horas post-polinizacién. Acoplamiento. Campo oscuro. EAZUI de anilina (poleny tubos polinicos) -Tejido estigmatico

34 N . - - L
Figura 28. Veinticuatro horas post-polinizacién. Acoplamiento. Campo oscuro. &‘\\‘AZUI de anilina (poleny tubos polinicos) uTe“do estigmatico

Estigma (st), 6vulo (ou), ovario (ov).



LAMINA VI
Germinacion de granos de polen y crecimiento del tubo polinico a 4 horas posteriores a la polinizacién.

Tubos polinicos a 4horas post-polinizacion creciendo en el estigma.
A, C, E, G. Acoplamiento en campo claro.
B, D, F, H. Acoplamiento en campo oscuro. l Calosa

DAPI
Célula del estigma (ce), tubo polinico (tp).
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LAMINA VIiI
Crecimiento del tubo polinico a 4 horas posteriores a la polinizacion.

Tubo polinico a 4horas post-polinizacion, se observa el ndcleo de la célula vegetativa y el de la célula generatriz.

Ay D. Acoplamiento en campo oscuro.
By C. Acoplamiento en campo claro.

Célula del estigma (ce), grano de polen (gp), nucleo de la célula generatriz (ng), nicleo de la
célula vegetativa (nv), tubo polinico (tp). gilglsa
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DISCUSION

Desarrollo temprano del gineceo y androceo

Murguia-Sanchez (2003) menciona que para dos especies de la subfamilia
Podostemoideae (Marathrum rubrum y Vanroyenella plumosa) el desarrollo de los
organos reproductivos ocurre en las primeras etapas de la diferenciacion floral, cuando la
longitud de los botones florales es menor de 5mm; lo mismo sucede en Marathrum
schiedeanum.

Como lo reportan Mohan Ram y Sehgal (1997), en las podostemaceas existe una relacion
directa entre la disminucién del nivel del agua y el inicio del periodo de floracién. Por ello,
en tallos que se encuentran aun sumergidos, el androceo y gineceo se observan en
etapas avanzadas de su desarrollo, esperando los estimulos ambientales para comenzar
inmediatamente la floracién, como se pudo constatar en M. schiedeanum.

Los procesos de desarrollo de androceo y gineceo en podostemaceas suceden en el tallo
durante la fase vegetativa, misma que se encuentra por debajo del agua, lo que
representa una dificultad para su estudio dado que es imposible marcarlos.

Desarrollo de la pared de la antera

La etapa mas temprana del androceo aqui estudiada habia rebasado ya la fase de inicio,
razon por la cual el tipo de desarrollo de la pared de la antera no pudo ser determinado
con precision, sin embargo, por el nimero de capas que integran la pared de la antera
inmadura, es posible ubicarla entre el tipo dicotiledéneo o el monocotiledéneo; dos de los
cuatro tipos de desarrollo reconocidos por Davis (1966). Se llega a esta determinacién
dado que la pared de la antera se conforma de cuatro capas; epidermis, endotecio, capa
media y tapete, cada una de ellas representadas por sélo un estrato celular; dicha
descripcion corresponde a la de los ya mencionados tipos de desarrollo, no obstante, su
origen permanece desconocido. Ya que no se sabe si el endotecio y la capa media fueron

originados a partir de la divisién de la capa parietal secundaria externa mientras que la

37



interna se diferencié directamente en el tapete (patrén dicotiledéneo) o bien, si la capa
parietal secundaria externa formoé el endotecio mientras que la capa parietal secundaria
interna se dividi6é para originar la capa media y el tapete (patrén monocotiledéneo).

El tipo de desarrollo de la pared de la antera es un caracter que no se encuentra en la
diagnosis de la familia Podostemaceae pues se desconoce para la mayoria de las
especies que la integran; inclusive en especies como M. rubrum donde se han hecho
estudios para conocer su embriologia (Murguia-Sanchez, 2003), dicho caracter no se ha
determinado por causas similares a las del presente estudio.

Es importante remarcar que para determinar con precision el tipo de desarrollo de la
pared de la antera es necesario no solo seguir la actividad mit6tica de las capas parietales
secundarias en un inicio, sino también las divisiones posteriores a la morfogénesis, por
ejemplo, Jager-Ziurn et al., (2005) reportan para M. rubrum un namero variable de 2, 3 o
hasta 4 capas de la pared de la antera, siendo éstas la epidermis, uno o dos estratos
celulares de endotecio y una capa media (no consideran al tapete); de esta manera no es
posible identificar el tipo de desarrollo de la pared de la antera, dado que no se precisa la
etapa o las etapas de desarrollo en las cuales se estan haciendo dichas observaciones.
Jager-Zurn (1997) reporta para Weddellina squamulosa 4 o 5 capas de la pared de la
antera, con una o dos capas medias, no obstante al no ser reportado la etapa de
desarrollo de la observacién, nuevamente no es posible determinar si en el caso de existir
5 capas (epidermis, endotecio, dos capas medias y tapete), la segunda capa media se
forma en la etapa de morfogénesis o posterior a ella, como en el caso de M.
schiedeanum, donde la segunda capa media observada fue producto de una division de la
capa media preexistente, por ello en W. squamulosa el tipo de desarrollo de la pared de la
antera puede corresponder a los tipos, basico, monocotiledéneo o dicotiledéneo.

La acumulacién de almidén, tal como se observd en M. schiedeanum, ha sido ya

observada en capas como la epidermis y el endotecio en otras podostemaceas, como lo
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reportan Murguia-Sanchez et al., (2001) para Vanroyenella plumosa en etapas de
desarrollo similares, sin embargo, en M. schiedeanum la cantidad de dicho polisacérido de
reserva es significativamente menor después de la microsporogénesis mientras que en V.
plumosa es abundante aun en la etapa de polen bicelular.

Pacini (1996) menciona que los azucares solubles e hidratos de carbono producidos en
las capas de la antera como el tapete y absorbidos por el polen en desarrollo, pueden ser
metabolizados de inmediato, utilizados por la microspora como precursores para la intina,
convertidos en otras moléculas, o almacenados como reservas de polisacaridos.

Cuando las células madre de las microsporas sintetizan la pared de calosa, se observa
una capa media bien definida, la otra en un estado de degeneracion muy avanzado y el
tapete (cuya densidad citoplasmatica y tamafio de sus células indican un momento de
maxima actividad bioldgica); contrario a ello, Murguia-Sanchez, (2003) reporta para
Tritischa trifaria (Tristichoideae), Oserya coulteriana, Podostemum ricciforme, V. plumosa
y M. rubrum (Podostemoideae) que las capas medias en la misma etapa han
desaparecido persistiendo solamente la epidermis, el endotecio y el tapete; y que este
ultimo es conspicuo y biolégicamente activo durante la microsporogénesis y la
microgametogénesis. En M. schiedeanum el tapete registra un grado de degeneracion
considerable tras la microsporogénesis, es decir, cuando las microsporas yacen libres de
calosa en el interior del l6culo y en etapas previas a la microgametogénesis el tapete se
desintegra por completo, persistiendo Unicamente la epidermis y el endotecio. Esto puede
evidenciar que a diferencia de las cinco especies mencionadas, en M. schiedeanum, el
tapete tiene su mayor participacion e influencia durante la microgametogénesis y muy
tempranamente después de la meiosis; no obstante la microgametogénesis es un proceso
controlado por la expresion del genoma gametofitico, lo cual difiere con lo también visto
por la misma autora al mencionar que en T. trifaria, el tapete persiste ain cuando la pared

del grano de polen ya se formd, por lo que se sugiere que en dicha especie la maduracion
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del gametofito masculino y la formacion de su pared puede estar controlada por aportes
intercalados del esporofito (tapete) y del gametofito (microspora). Cabe destacar que esta
marcada diferencia del tapete es entre especies de subfamilias distintas, Tristichoideae,
para T. trifaria y Podostemoideae para M. schiedeanum. Por ello, sera necesario que en
estudios posteriores se analice con atencion la actividad del tapete, para determinar si
dicha caracteristica también reafirma la division de ambas subfamilias.

Comparacion del desarrollo del gametofito masculino en distintas especies

A primera vista es posible observar que la informacion es escasa e incompleta en las tres
subfamilias de la familia Podostemaceae (Kita y Kato, 2001). No obstante, se observa que
el comportamiento de dichos caracteres embriolégicos no muestra un patron de
regularidad, no solamente de las especies a nivel de familia sino mas aun en especies de
la misma subfamilia.

Capas y tipo de desarrollo de la pared de la antera

Acerca del numero de capas que conforman la pared de la antera inmadura, existe en la
literatura un namero variable: dos para M. rubrum (Jager-Zurn et al., 2005) hasta cinco
para V. plumosa (Murguia-Sanchez, 2003); sin embargo hay cierta tendencia a ser cuatro
(como en M. schiedeanum) el nimero de capas en la mayoria de las especies de
Podostemaceae. Dicho rango naturalmente sugiere una variabilidad en el namero y tipos
de desarrollo de la pared de la antera; asi pues se presentan en la familia Podostemaceae
los tipos basico, monocotiledéneo vy dicotiledéneo. Dentro de la subfamilia
Podostemoideae se presentan con seguridad al menos dos tipos: el basico para V.
plumosa (Murguia-Sanchez et al., 2001) y alguno de los tipos monocotiledoneo o
dicotiledobneo como en M. schiedeanum, donde el origen de las capas no pudo ser
establecido concretamente.

Respecto a la subfamilia Tristichoideae hay que mencionar que estan presentes los tipos

monocotiledoneo y dicotiledéneo de desarrollo de la pared de la antera para Indotristicha
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ramosissima (Chopra y Mukkada, 1966) y T. trifaria (Murguia-Sanchez, 2003),
respectivamente.

Mientras tanto, para Weddellinoideae, Jager-Zirn (1997) menciona que la pared de la
antera de W. squamulosa esta conformada de 4-5 capas, por ello no es posible precisar
entre los tipos basico, monocotiledéneo o dicotileddneo.

Con tal informacién queda demostrado que para la familia Podostemaceae no hay un
Unico vy distintivo tipo de desarrollo de la pared de la antera oponiéndose a lo dicho por
Davis (1966) respecto a que este caracter es distintivo a nivel familia.

Tapete

Johri et al. (1992) menciona como caracteristica diagnéstica de la familia el tapete tipo
glandular o secretor; que de acuerdo a la literatura y a lo mostrado en M. schiedeanum, es
uno de los pocos caracteres embrioldgicos que uniforman a la familia.

Microsporogénesis, citocinesis y tétradas

Segun Furness et al. (2002), la microsporogénesis es un caracter poco estable en las
angiospermas tempranamente divergentes, incluso se encuentran formas intermedias,
entre ellas el tipo “simultdneo modificado”; tal diversidad refleja un rango de variacién en
el numero y posiciéon de las aperturas del polen en las angiospermas basales, aunque
ambos tipos de polen, monosulcado e inaperturado pueden presentarse en combinacion
con cualquiera de los tipos de microsporogénesis, ya sea simultdneo o sucesivo. Sin
embargo, muchos taxones con polen inaperturado presentan microsporogénesis sucesiva,
mientras que muchos con polen monosulcado tienen tipo simultdneo (aunque el patron
sucesivo y polen monosulcado son comunes en monocotiledéneas).

El predominio de la microsporogénesis simultdnea en las angiospermas basales
existentes y en las plantas terrestres en general (incluidas las gimnospermas) indica que
se trata de un caracter plesiomérfico en las angiospermas, mientras que el tipo sucesivo

caracteriza a algunos grupos, principalmente de monocotiledéneas.
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Furness (1999) y Rudall (2000) sefialan que dentro de las monocotiledoneas se ha
demostrado que la microsporogénesis es un caracter significativo a nivel de orden.
Aunque el tipo predominante de microsporogénesis es sucesivo como en Leiothrix
fluitans, Eriocaulaceae (Coan et al., 2007), el simultaneo ha evolucionado
independientemente en varios grupos de monocotiledéneas. Por ejemplo la
microsporogénesis simultdnea es una sinapomorfia para el orden Asparagales, con una
subsecuente inversién al tipo sucesivo en los miembros superiores de dicho orden (Rudall
et al., 1997).

En algunas gimnospermas se ha observado ambos tipos de microsporogénesis al interior
de una misma familia, como sucede en Zamiaceae, donde Audran (1981) sefala que en
Ceratozamia sucede el tipo simultaneo mientras que Macrozamia esta reportado como
sucesivo (Baird, 1939).

En Chrysanthemum morifolium (Asteraceae) ocurre el tipo simultineo durante la
microsporogénesis, con tétradas tetraédricas y una pequefia porcion de tétradas
decusadas (Li et al., 2010).

Furness et al. (2002) sefalan que las Eudicotiledéneas se caracterizan por presentar
aperturas ecuatoriales tricolpadas, tricolporadas o tricolpadas derivadas en el grano de
polen (por lo que el patron de apertura del polen se considera un caracter critico a este
nivel). Con muy pocas excepciones, la mayoria de las eudicotiledoneas presentan el
patrén simultaneo durante la microsporogénesis, aunque ambos, sucesivo y simultaneo
se han registrado en clados de eudicotiledéneas tempranamente divergentes como en el
género Nelumbo en Proteales (Kreunen y Osborn 1999,) y en Proteaceae (Blackmore y
Barnes 1995), donde en Grevillea es simultdneo y sucesivo en Dyandra. Gonzélez et al.
(2001) observaron que durante la microsporogénesis en Aristolochia (Piperales) ocurre el
patron simultaneo de citocinesis, que produce distintas configuraciones de la tétrada,

entre ellas la tetragonal (asociada normalmente al patron sucesivo); mientras tanto en
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Galbulimima (Magnoliales), la microsporogénesis sucesiva ademas de las configuraciones
decusada, isobilateral, lineal, en forma de T, también se encontré la tetraédrica (asociada
al patron de citocinesis simultaneo).

Furness et al. (2002), mencionan que durante la microsporogénesis en las plantas
heterosporicas, dos tipos de citocinesis pueden ocurrir, el tipo simultdneo y el sucesivo;
como resultado del primero al final de la meiosis, el tipo de tétrada (mas ampliamente
observado) de microsporas formado presenta una disposicion tetraédrica, mientras el
segundo tipo puede resultar en cuatro distintos arreglos, tetragonal, decusado o
isobilateral, lineal y en forma de “T”.

En monocotiledéneas y eudicotiledéneas, la tipologia existente para la configuraciéon de
las tétradas durante la microsporogénesis representa un método Util y practico para su
caracterizacion, sin embargo, varios grupos de angiospermas basales, aparentemente,
tienen formas intermedias que no encajan facilmente en las categorias simultdneo o
sucesivo.

Furness et al. (2002) mencionan que el tipo de microsporogénesis suele ser consistente a
nivel de familia sin embargo, es una caracteristica variable en algunas familias
tempranamente divergentes, de igual manera que en Podostemaceae.

El tipo de apertura en el grano de polen esta altamente relacionado con los eventos mas
tempranos de la ontogenia; la microsporogénesis y la forma resultante de la tétrada asi
como la posicion de las aperturas estan controladas por la orientacion de los microtibulos
del huso meidtico (Sheldon y Dickinson, 1986).

O’ Neill et al. (1997) describieron la micromorfologia y ultraestructura del grano de polen
de cinco especies de Podostemaceae, cuatro de ellas pertenecientes a la subfamilia
Podostemoideae (M. rubrum, O. coulteriana, P. ceratophyllum y V. plumosa) y una mas a
Tristichoideae (T. trifaria); encontrando que el polen es tricolpado para la primera, tercera

y cuarta especie; de tri a pentacolpado, para la segunda y pantoporado para la quinta
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especie. El patrén de aperturas de M. schiedeanum coincide con lo reportado para M.
rubrum.

La inestabilidad en cuanto al patron o patrones de citocinesis durante la
microsporogénesis, parecer ser una caracteristica estrechamente relacionada con las
angiospermas basales o tempranamente divergentes; esto aunado a que el saco
embrionario de las podostemaceas es tetracelular (Jager-Ziirn, 1997), son caracteristicas
gue coinciden con lo observado en estudios recientes de algunos linajes de angiospermas
basales (Friedman, 2001) por lo que podria pensarse que la posicion taxonémica de la
familia Podostemaceae estaria mas relacionada con el grupo de angiospermas basales o
tempranamente divergentes.

Sin embargo la evidencia palinoldgica disponible indica que en cuanto al tipo y numero de
aperturas en el grano de polen, esta familia se encuentra claramente dentro del grupo de
Eudicotiledéneas, como lo demuestra el trabajo de Korotkova et al. (2009), donde con
ayuda de secuencias del intron petD grupo Il, se emparenta a Podostemaceae en el orden
de las Malpighiales, claramente dentro de las Eudicotiledoneas.

Existen reportes de monadas espiroaperturadas en M. schiedeanum, lo cual se
contrapone con el polen monosulcado e inaperturado de las angiospermas basales; pese
a ello dichos autores opinan que la estructura de la pared polinica podria ser un caracter
con implicaciones filogenéticas en algunos grupos y ecoldgicas en otros, en el caso de
esta especie, las espiroaberturas se han interpretado como una adaptacion que
incrementa las posibilidades de sitios de germinacién (Osborn et al., 2000).

Esporangios en la antera

En Podostemaceae, existe uniformidad a desarrollarse cuatro microsporangios, como
ocurre de manera habitual en otras especies de angiospermas, por ejemplo en
Agapanthus praecox; (Zhang et al., 2010), Pterocactus sp., (Gotelli et al.,, 2009) y

Chrysanthemum morifolium, (Li et al., 2010). Sin embargo M. schiedeanum exhibe en
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algunas anteras cinco microsporangios. Alrededor del quinto microsporangio no se
observo tapete. Como lo reportan Li et al., (2010), es altamente probable que la ausencia
de tapete sea la causa de las aberraciones en los granos de polen. El microsporangio
adicional encontrado en M. schiedeanum se sitia adyacente al haz vascular. En anteras
donde el haz vascular degenera, éstas no presentan dehiscencia (Li et al., 2010) como en
C. morifolium. Aberraciones de sacos polinicos han sido ya reportadas al menos para
otra especie del mismo género, por Murguia-Sanchez (2003), quien en etapas similares
de desarrollo, encontré en M. rubrum en una o dos de sus anteras aberraciones del saco
polinico en una o en ambas tecas, suceso que produjo polen anémalo.

Nucleos en el polen maduro

Tanto en M. schiedeanum como en la gran mayoria de especies hasta ahora estudiadas,
uno de los caracteres embriolégicos con mayor uniformidad en la familia Podostemaceae
son las dos células con las cuales se dispersan los granos de polen. En las especies asi
reportadas, se encontraban representadas las tres subfamilias, W. squamulosa
(Weddellinoideae), Jager — Zurn (1997); T. trifaria (Tristichoideae), Murguia-Sanchez
(2003); y V. plumosa (Podostemoideae), (Murguia-Sanchez et al., 2001). Sin embargo,
existe un reporte reciente de Khosla y Sehgal (2009), quienes indican que para
Indotristicha ramosissima, el polen se libera en estado tricelular, sin embargo la forma
esférica de los tres nlcleos, asi como la disposiciéon equidistante entre ellos pueden ser
datos indicativos de una interpretacion inadecuada.

Unidad de dispersion del polen y dehiscencia de la antera

M. schiedeanum concuerda con el tipo de unidad de dispersion de moénadas, que es uno
de los tres reportados para la familia. El polen se dispersa igual que en M. rubrum (Jager-
Zurn et al., 2005), sin embargo no se puede hablar de tal semejanza con otros integrantes
incluso de la misma subfamilia, dado que se presentan diadas, como en Podostemum

subulatum (Magnus, 1913), o inclusive tétradas como en Diamantina lombardii (Philbrick
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et al., 2004). En cambio, el tipo introrso de dehiscencia de la antera es un caracter
unificador para toda la familia.

En M. schiedeanum, cuando los botones ya sobresalen del cuerpo vegetativo de la planta
y son cubiertos aun por su espatela, la microsporogénesis se ha completado.

Jager — Ziurn (1997) reporta que en W. squamulosa la meiosis y por tanto la formacion de
las microsporas ocurre rapidamente durante la antesis. Si bien no hay una descripcion
mas detallada de la etapa en la cual ocurre la microscorogénesis y la maduracion del
gametofito masculino en W. squamulosa; ambos sucesos son referidos a momentos
previos a la antesis, en contraparte en M. schiedeanum, la antesis es precedida por la
maduracioén previa del grano de polen, la desintegracion de las capas medias y el tapete,
el adelgazamiento del tejido conectivo circundante a los microsporangios y la pérdida de
la espatela, todo ello a través de un intervalo de tiempo que permite la elongacién del
pedicelo entre uno y dos centimetros adicionales a los cuatro que presenta cuando la
microsporogénesis ya sucedio.

La comparacién anterior permite observar que al menos entre estas dos especies de
subfamilias distintas existen diferencias entre los tiempos y espacios donde sucede la
maduracién del gametofito masculino en referencia al momento de la antesis, teniendo en
M. schiedeanum el polen maduro en flores mas jévenes y sumergidas todavia.

Los granos de polen de M. schiedeanum que se liberan durante la antesis, lo hacen en
estado bicelular (por lo que no se sabe si las células espermaticas son mono o dimdrficas)
y es asi como comienzan la polinizacién. Los procesos de maduracion del gametofito
masculino no s6lo estan influenciados por factores abi6ticos (como la temperatura
principalmente) sino ademas por el propio genotipo (Timar et al., 1997). Asi, encontramos
especies como la mayoria de las estudiadas en Podostemaceae que se dispersan

bicelulares o bien otras (de distintas familias) que lo hacen en estado tricelular, por
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ejemplo Aster subulatus, Kalimeris indica, Heteropappus arenarius y Erigeron annuus

(Asteraceae) como lo indican Ao et al. (2009).

Germinacion de los granos de polen y crecimiento de los tubos polinicos

Respecto a la germinacion de los granos de polen y crecimiento de los tubos polinicos en
M. schiedeanum, existe diferencia entre los dos grupos de flores observados, es decir,
entre el de tiempos de polinizacién de 2, 5, 7, 9 y 24 horas, examinados mediante la
técnica de aplastado (flores autopolinizadas) y el conformado por las flores con tiempos
de 45 minutos, una dos y cuatro horas (geitonogamia y xenogamia) observados a través
de cortes finos e inmunolocalizaciones.

A pesar de solo poder establecer una relaciébn comparativa entre las flores de tiempos de
polinizacién semejantes entre ambos grupos (dos horas en ambos grupos y 5 y 4 horas
para el primer y segundo grupo respectivamente), también es posible notar diferencias
entre las flores de ambos grupos en los distintos tiempos. Las diferencias radican
principalmente en el nimero de granos de polen adheridos al estigma, el nimero de
granos de polen germinados, la longitud y la apariencia de los tubos polinicos.

El tipo de polinizaciébn probada en el primer grupo es autogamia; por otra parte, en el
segundo grupo fueron probadas la geitonogamia y la xenogamia.

Autogamia

Analizando de manera individual el comportamiento del primer grupo, se observan en
todos los tiempos de polinizaciéon una gran cantidad de granos de polen en el estigma, ya
sea que solo estén presentes (como en el estigma de las flores con dos horas de
polinizacién) o que muestren tubo polinico (flores con 7, 9 y 24 horas de polinizacién). La
abundante presencia de los granos de polen desde las primeras hasta las ultimas horas,
es referencia del reconocimiento positivo que existe entre el gametofito masculino y el

estigma, por tanto el polen se adhiere fuertemente a las papilas estigmaticas. En cuanto al
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crecimiento en si de los tubos polinicos es a partir de las 5 horas posteriores a la
polinizacién cuando comienza de manera progresiva, en dicho tiempo es posible distinguir
algunos tubos creciendo a nivel de las papilas estigmaticas. La germinacion abundante
comienza entre 6 y 7 horas de polinizacion y conforme avanza el tiempo el porcentaje de
granos de polen germinados asi como el nimero de tubos polinicos en crecimiento
aumenta vigorosamente, de tal manera que a las 24 horas post polinizaciéon existe una
germinacion aproximada del 100% de los granos de polen, encontrandose los tubos
polinicos a través de todo el estigma y continuando su crecimiento hacia la placenta. Los
tubos polinicos se observan como estructuras capilares de contornos bien definidos,
continuos y solidos muy evidentes. Desde las nueve horas posteriores a la polinizacion los
tubos polinicos estan cercanos a la base del estigma, zona que lo comunica directamente
con el ovario.

Geitonogamia y xenogamia

En el caso del segundo grupo, en primera instancia se detecta una pobre adhesion de los
granos de polen (en todos los tiempos) sobre las papilas estigmaticas receptoras; no
obstante existe una respuesta positiva de reconocimiento, representada por los tubos
polinicos encontrados. La germinacion de los granos de polen no sucedié dentro de los
primeros 45 minutos sino hasta la primera hora posterior a la polinizacién donde pocos vy
muy pequefios tubos polinicos fueron vistos sobre las papilas estigmaticas. A dos horas
después de la polinizacion, en el estigma no se observaron los granos de polen,
probablemente arrastrados mecanicamente debido a su pobre adhesién al estigma. Este
intervalo de tiempo es comparable en ambos grupos; si bien en el primero de ellos no hay
presencia de tubos polinicos, si hay un nimero considerable de granos de polen.

El siguiente intervalo de tiempos post-polinizacion es también comparable entre ambos
grupos, y corresponde al tiempo de 5 y 4 horas para el primer y segundo grupo

respectivamente. Por las caracteristicas y el alcance de la técnica empleada en la revision

48



de las flores del segundo grupo (4 horas post-polinizacion), fueron observados escasos
tubos polinicos, mismos que apenas alcanzaban una cuarta parte del estigma o menos,
no obstante, en uno de ellos fueron observados en su apice, dos nucleos de morfologia
distinta, mismos que corresponde al nucleo de la célula vegetativa y al de la célula
generatriz. Por otra parte, de los tubos polinicos observados en el primer grupo solo se
puede decir que alcanzaban una longitud comparable a la mitad del estigma.

Al observar y comparar tal caracteristica entre las flores del primer grupo con los
intervalos de tiempo de 5, 7 y 9 horas (por ser los mas préximos entre ellos), se aprecia
gue entre las flores de 5y 7 horas posteriores a la polinizacion, la diferencia en longitud
de los tubos polinicos es minima. Lo mismo sucede entre los tubos polinicos de 7 y 9
horas; sin embargo la diferencia se hace mas evidente al comparar los tubos polinicos de
5 con los de 9 horas, donde los primeros alcanzan una longitud cercana a la mitad del
estigma y los segundos estan proximos a llegar a la base del mismo.

Es notable que en las flores donde se probd6 la autogamia, el tubo polinico crece de
manera mas o0 menos constante la distancia equivalente a una cuarta parte de la longitud
total del estigma cada dos horas; asi, los tubos polinicos de flores con 5 horas de
polinizacién rebasan la mitad del estigma; sin embargo tal ritmo de crecimiento no es el
mismo para los tubos polinicos de las flores donde se probé la geitonogamia y la
xenogamia, ya que la longitud de los tubos polinicos con cuatros horas de polinizacion
apenas alcanz6 una cuarta parte del estigma.

Con respecto a la morfologia de los tubos polinicos del segundo grupo, muchos de ellos
se observan como estructuras de contornos irregulares, comprimidas, discontinuas y
algunos con engrosamientos de calosa en sus paredes.

Dichas caracteristicas morfolégicas aunadas a su escases y al ritmo lento de crecimiento

comparado con el primer grupo, sugieren la posibilidad de quedar arrestados deteniendo
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asi su avance. Tal posibilidad apunta que en M. schiedeanum existe un sistema de
reproduccion que tiende mayoritariamente a la autogamia.

La germinacion del grano de polen es un proceso dependiente del reconocimiento positivo
del polen en el estigma receptor y en las distintas especies ocurre a distintos intervalos de
tiempo como en Pistacia vera (Anacardiaceae) (Shuraki y Sedgley, 1997) donde los
granos de polen germinan en el estigma después de dos horas, y después de seis horas,
los tubos penetran en el tejido del estigma entre las papilas.

En Chaenomeles japonica (Rosaceae), se observé como es que la interaccion y el
reconocimiento de los genomas gametofiticos masculino y femenino afectan Ila
germinacion de los granos de polen y la velocidad de crecimiento de los tubos polinicos.
En una combinacion compatible, los granos de polen tuvieron una rapida germinacion y
los tubos polinicos crecieron también rapidamente, a través del tejido estilar. Mientras
gue en una combinacién incompatible sélo unos pocos granos de polen germinaron y los
tubos polinicos crecieron lentamente y a menudo se detuvieron completamente en el
estilo (Kaufmane y Rumpunen, 2002).

No obstante otro factor que puede influir en la germinacion de los granos de polen es la
receptividad del estigma, como en Melaleuca alternifolia (Myrtaceae) donde dicho
pardmetro se evalué mediante la observacion del crecimiento de los tubos polinicos
mediante polinizacién controlada, presentando la mayor receptividad a partir del dia 1 al
dia 6, después de la antesis, disminuyendo rapidamente después de este intervalo de
tiempo presentando niveles bajos de receptividad desde poco antes de la antesis y tan
tarde como 10 dias después de la polinizacion (Baskorowati et al., 2010).

En Podostemaceae se ha observado la germinaciéon del polen y el crecimiento del tubo
polinico incluso en especies del mismo género, como en M. rubrum, donde Luna-Ramos
(2006) reporta la presencia de tubos polinicos en flores autopolinizadas. También en

flores autopolinizadas de M. schiedeanum asi como en flores con polinizacién cruzada.
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Por ello, en el presente estudio se esperaba una respuesta similar en cuanto a la
presencia de los tubos polinicos en las flores de M. schiedeanum. Otra especie es
Polypleurum stylosum donde Khosla et al. (2000) reportan que la germinacién abundante
del polen ocurri6é dentro de las seis horas posteriores a la polinizacion; los tubos polinicos
se limitaron principalmente a los estigmas; entraron en el ovario después de 12 a 14 horas
y fueron vistos en el tejido de la placenta de 18 a 20 horas después de la polinizacién; en
ese momento los tubos polinicos habian logrado entrar en pocos 6évulos. La fecundacion
no fue observada y no se form6 endospermo; por ello los autores sugieren mas estudios
con el fin de averiguar si existe apomixis.

Otra especie de Podostemaceae donde se ha estudiado la germinacién de los granos de
polen y el crecimiento del tubo polinico es Indotristicha ramosissima (Khosla y Sehgal,
2009), en esta especie se encontr6 que ambos sucesos toman lugar mediante la
autopolinizacién y la polinizacion cruzada (manuales) y natural; sin embargo la mayor
germinacion de granos de polen (95%) ocurri6 en la flores polinizadas naturalmente y en
las autopolinazadas de manera manual. Los tubos polinicos alcanzaron la base de la
estigma entre las 4 y 5 horas, alcanzaron el extremo del ovario entre las 8 y 10 horas y
entraron a los 6vulos entre 16 a 20 horas posteriores a la polinizacion en ambos tipos de
polinizacién.

En estas tres especies se puede observar que existe una respuesta de germinacién de los
granos de polen similar, misma que se da dentro de un periodo de 4 a 6 horas, sin
embargo el ritmo al cual crecen los tubos polinicos si presenta mayor diferencia, siendo P.
stylosum, la especie con un crecimiento mas lento, después M. schiedeanum e |I.
ramosissima la especie con mayor velocidad de crecimiento.

La reduccién de los verticilos vegetativos en la morfologia de la flor en M. schiedeanum
sugiere un sindrome o sistema de polinizacion por medio del viento, es decir, anemofilia; y

tal como sucede en otros géneros de la misma familia (Oserya, Tristicha y Vanroyenella),
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ademas de carecer de un perianto vistoso, M. schiedeanum carece de aroma y néctar.
Adicionalmente en especies de Marathrum y V. plumosa, el polen se dispersa seco
durante la dehiscencia de las anteras por la brisa (Philbrick y Novelo 1997). En la
disposicion de las anteras en la flor de M. schiedeanum, se puede observar que al abrir
las anteras la estructura mas cercana sobre la cual cae el polen es el estigma de la misma
flor, lo mismo sucede en I. ramosissima (Khosla y Sehgal, 2009) donde el 90% del polen
es transferido de manera natural Unicamente por la disposicion de las anteras sobre el
estigma.

Estas caracteristicas apoyan a la autogamia como principal sistema reproductivo al
menos en estos géneros, sin embargo Philbrick y Novelo (1997) sefialan que
esporadicamente (y solo en algunas poblaciones) pequefias moscas visitan las anteras de
las especies de Marathrum por lo que probablemente su sistema de polinizacion ademas
del viento también intervengan vectores biologicos.

En el género Marathrum, la posibilidad de encontrar un sistema de reproduccién donde
ademas de la autogamia exista un pequefio porcentaje de polinizacién cruzada esta
respaldada por estudios como el de Philbrick y Novelo (1998), donde se observé que las
flores de M. rubrum son protdginas. Después de romper la espatela el pedicelo se alargo
de 10 a 24mm, y se observé que el estigma es receptivo desde que la flor sali6é de la
espatela.

Este desplazamiento temporal de la actividad receptiva de los estigmas abre la posibilidad
de recibir por medio del viento polen de plantas adyacentes. Asi en otro estudio de
Philbrick y Novelo (1997b) en M. rubrum se demostr6 que hasta un 10% de semillas
producidas en flores experimentales fueron el resultado del transporte de polen entre las
plantas. Con ello se corrobora que existe en la familia, y mas ain en el género un

pequefio porcentaje de polinizacidon cruzada, aunque prevalece la autopolinizacion.
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Ademas estudios més recientes como el realizado por Luna-Ramos (2010), confirman que
existe incluso compatibilidad entre las especies M. rubrum y M. schiedeanum, y que el
sistema reproductivo en ambas especies es mixto, con una mayor produccion de semillas
por via autdgama que por via alégama.
La autopolinizacién es una caracteristica generalizada en las plantas acuaticas y se ha
interpretado como una respuesta a situaciones ecologicas, donde se interrumpe la
polinizacién cruzada (Philbrick y Les, 1996).
Finalmente es posible afirmar que en M. schiedeanum, el grano de polen al momento de
la antesis y dehiscencia de la antera posee solamente dos nucleos, el de la célula
vegetativa y el de la célula generatriz; y ain después de germinar en el estigma y
después de cuatro horas de crecimiento del tubo polinico aun dentro de la zona del
estigma, persisten los mismos dos nucleos. Es posible que el nucleo de la célula
generatriz no pase por un proceso mitético, de ser asi, dicho nacleo seria el Unico
disponible para fusionarse con el nucleo de la ovocélula y formar el embrion, de esta
manera no existiria una triple fusién entre los nucleos polares de la célula central y un
segundo nucleo espermatico que no existe, puesto que asi se observé en un fragmento
del tubo y en la cercania del 6vulo.
Para dar solucién al cuestionamiento de la falta de endospermo, al menos en esta especie
de la familia Podostemaceae, son necesarios mas estudios. Un acercamiento al problema
podrian ser los ensayos de inmunolocalizacién, efectuados en flores autopolinizadas con
tiempos superiores a las doce horas post-polinizacion, que es el tiempo en el que los
tubos polinicos se encuentran en la placenta.
CONCLUSIONES
a) Los organos sexuales en Marathrum schiedeanum se forman en el interior del
cuerpo vegetativo de la planta cuando se encuentra sumergida; la pared de la

antera inmadura posee epidermis, endotecio, una capa media y tapete.
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b) Las anteras son tetrasporangiadas con un porcentaje muy bajo de aquellas que
presentan cinco esporangios (este Ultimo atréfico). Hay también un porcentaje muy
bajo de anteras que presentan tres microsporangios con polen abortivo.
c¢) Los granos de polen se dispersan en monadas bicelulares.
d) La germinacion abundante de los tubos polinicos se da dentro de un periodo de
5 a 7 horas posteriores a la polinizacion; se observo su recorrido por el estigma
sésil hasta la placenta en un tiempo aproximado de 12 horas.
e) Mediante inmunocitoquimica se detectdé la presencia del tubo polinico y
mediante tincion del DNA, dos nacleos, durante las cuatro primeras horas
posteriores a la polinizacién y aun dentro del tejido estigmatico. Dichos nucleos
corresponden al de la célula vegetativa y la célula generatriz.
f) No se observo la presencia de tres nucleos en el interior de los tubos polinicos
con ninguna de las técnicas empleadas, en su recorrido hasta la zona de
placentacion.
g) Por el tipo y cantidad de tubos polinicos observados, en las flores con los
distintos tratamientos, se puede afirmar que el sistema de reproduccion de M.
schiedeanum es mixto, prevaleciendo la autogamia sobre la alogamia.
h) No es posible apoyar ni refutar ninguna de las hip6tesis propuestas en la
presente investigacion.
Los resultados de esta investigacion aun no permiten responder cual es la razén por la
gue en la familia Podostemaceae no se forma el endospermo, por lo menos con respecto
al nimero de nucleos en el tubo polinico.
En el resumen de una investigacion presentado recientemente por Sehgal et al. (2010) se
da una explicacion a la ausencia de doble fecundacion en Dalzellia zeylanica

(Podostemoideae)
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La familia Podostemaceae posee caracteristicas que reafirman su posicion entre las
angiospermas; su diagnosis la vuelve una familia singular cuyo estudio requiere enfoques
multidisciplinarios. En México el estudio de dicha familia aun tiene mucho por delante en

el area de la taxonomia, fisiologia, anatomia, genética, ecologia y embriologia.
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ANEXO
Amortiguador de fosfatos pH 7.3 1X

NaCl 137mM, KCI 207mM, NaH,PO, 7H,O 10mM, Na,HPO, H,O 2mM

Azul de toluidina (0.5%)
Azul de toluidina 1g
Tetraborato de sodio 1g

Agua destilada 200mL

Azul de anilina

1g/L de azul de anilina en K3P0O,4, 0.1M

Solucién de blogueo (por cada mL se solucién de bloqueo)
100pL de suero de cabra (Fetal Bovine Serum, Invitrogen)
100pL de PBS 10X

800pL de agua
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