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RESUMEN

El sistema reproductor en la familia Cactaceae se reporta generalmente como
hermafrodita, es decir, que las flores presentan el verticilo sexual masculino (anteras) y femenino
(gineceo), sin embargo, por atrofia de alguno de ellos, las flores pueden ser funcionalmente
unisexuales. Las especies Echinocereus coccineus y E. polyacanthus son cactaceas
filogenéticamente relacionadas que se distribuyen en los matorrales del norte de México, presentan
tallos pequefios, solitarios o ramificados, con flores tubulares en tonos rosa, naranjas y rojas. En
las poblaciones de estas especies se observan dos tipos de individuos, uno con flores estaminadas y
otro con flores pistiladas.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el sistema reproductor de una poblacion de
E. coccineus y una poblacion de E. polyacanthus comparando los procesos estructurales del
desarrollo del gineceo y el androceo entre flores masculinas y femeninas. Se probo la
funcionalidad del pistilo y la viabilidad de los granos de polen en los diversos morfos florales para
determinar los tejidos involucrados en la aborcion de alguno de los verticilos sexuales que
conllevan al establecimiento de la unisexualidad en estas especies.

Para ambas especies se establecio la presencia de dos morfos florales:

Flores funcionalmente femeninas: poseen androceo estéril. EIl desarrollo del grano de
polen se detiene en etapa pre-meidtica, las células del tapete se observaron atrofiadas debido a un
proceso de muerte celular programada, por lo que las células madres de las microsporas no
continuaron su desarrollo, no se forman granos de polen y finalmente las capas de la antera se
colapsan completamente. El gineceo tiene estigma, estilo y ovario con muchos 6vulos. Las
polinizaciones tanto naturales como manuales promovieron la formacion de semillas.

Flores funcionalmente masculinas: poseen el androceo bien desarrollado. Las anteras de
estas flores producen una gran cantidad de granos de polen, en estas anteras solo desaparecen la
capa media y el tapete, pero esto sucede como un proceso normal de desarrollo. EI gineceo esta
normalmente desarrollado, estigma, estilo, numerosos 6vulos maduros. Sin embargo, al realizar
polinizaciones cruzadas manuales, se observé que estas flores no produjeron frutos.

De acuerdo con estos resultados, se determind que el sistema reproductor de E. coccineus y
E. polyacanthus es funcionalmente dioico, ya que si bien ambas flores mantienen las estructuras

del sexo opuesto, éstas no son funcionales.



ABSTRACT

The reproductive system in the Cactaceae family, are usually reported as a hermaphrodite,
meaning that the flowers have both sexual whorls, male (anthers) and female (gynoecium);
however, the atrophy of one of them, may produce functionally unisexual flowers. Echinocereus
coccineus and E. polyacanthus are phylogenetically related cacti distributed in the bush of
northern Mexico, have small stalks, solitary or branched, tubular flowers in shades of pink, orange
and red. These species form two types of individuals, one bearing staminate flowers while the
other produces pistillate flowers.

The objective of this research was to determine the reproductive system of a population of
E. coccineus and a population of E. polyacanthus, comparing the structural processes of
development of the gynoecium and androecium between the male and female flowers. We tested
the functionality of the pistil and the viability of the pollen grains in the various floral morphs to
determine the tissues involved in abortion of either of the sexual whorls that lead to the
establishment of the unisexuality in these species.

For both species the presence of two floral morphs was established:

Functionally female flowers: they have sterile androecium. Pollen grain development stops
at the pre-meiotic stage, tapetal cells become atrophied due to a process of programmed cell death,
so the microspore mother cells do not continue their development, no pollen grains are formed and
finally the layers of the anther collapse completely. The gynoecium has a stigma, style and ovary
with many ovules. Natural and hand pollinations promoted the formation of seeds.

Functionally male flowers: they have a well-developed androecium that produces a large
amount of pollen grains. In these anthers only the middle layer and the tapetum disappear, but this
happens as a normal process of development. The gynoecium is normally developed, with stigma,
style and an ovary with many mature ovules. However, when performing manual cross
pollinations, it was observed that these flowers do not produced fruit.

According to these results, we found that the reproductive system of E. coccineus and
E.polyacanthus is functionally dioecious, because although both flowers maintain the structures of

the opposite sex, they are not functional.
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INTRODUCCION

Los sistemas reproductores se definen como: La forma en la cual se encuentran
representados tanto espacial y temporalmente las estructuras reproductoras (androceo y
gineceo) en los individuos de una poblacién (Wyatt, 1983).

El hermafroditismo (flores con androceo y gineceo), el monoicismo (flores pistiladas
y estaminadas en la misma planta) y el dioicismo son los principales sistemas reproductores
que se presentan en las Angiospermas. El dioicismo consiste en la separacidn espacial de los
sexos, mediante la presencia de individuos femeninos (con flores pistiladas) y masculinos
(con flores estaminadas), esto ha sido observado entre familias de Angiospermas basales y
derivadas (Ainsworth, 2000, Strittmatter, 2006).

La familia Cactaceae es endémica de América y cuenta con cerca de 2000 especies
(Anderson, 2001). La condicion sexual en esta familia se reporta generalmente como
hermafrodita, sin embargo por atrofia de uno de los verticilos sexuales las flores pueden ser
funcionalmente unisexuales. En Cactaceae se han reportado 24 especies de ocho géneros
con sistemas reproductores diferentes al hermafrodita (Orozco, 2002; Sanchez, 2007; Silva,
2007).

La mayoria de las especies dioicas descritas para la familia, asi como en otras
angiospermas (Greenberg, 1996), empiezan su desarrollo como flores bisexuales, pero a lo
largo de éste el crecimiento de uno de los verticilos sexuales se detiene, resultando en la
funcionalidad de s6lo uno de ellos (Ainswoth, 2000). Lebel-Hardenack y Grant (1997)
aseguran que las flores de la mayoria de las especies monoicas y dioicas durante las primeras
etapas de desarrollo no pueden distinguirse de las flores hermafroditas porque ambos
primordios de estambres y carpelos estan presentes en las flores que finalmente seran
unisexuales. La aborcion de los primordios carpelares en la flor masculina y de los primordios
estaminales en la flor femenina ocurre después, en diferentes etapas del desarrollo
dependiendo de cada especie. En estudios previos para algunas especies de Cactaceae se ha
detectado que puede variar la etapa del desarrollo en la cual se detiene el crecimiento de
alguno de los érganos sexuales (Orozco, 2002; Sanchez, 2007; Silva, 2007, Hernandez, 2008,
Camacho, 2009).

Hoffman (1992) reporta poblaciones dioicas de Echinocereus coccineus Engelm., en
las cuales las flores masculinas son de mayor tamafio que las femeninas, mencionando que hay

diferencias en las dimensiones del androceo entre los dos morfos. Encontré en las flores
11



masculinas estambres y anteras mas grandes; pero el nimero de évulos y area de los I6bulos
estigmaticos en éstas es mucho menor que en las femeninas y no desarrollan frutos; mientras que
en las flores femeninas las anteras no desarrollan granos de polen.

Anderson (2001) reporta que las plantas de Echinocereus polyacanthus son solitarias o
ramificadas, con flores tubulares de color rosa, naranjas a rojas y no menciona la presencia de
flores unisexuales. Sin embargo Sénchez (2010) reporta la presencia de flores unisexuales y
hermafroditas en poblaciones de esta especie, y que este caracter apoya la hermandad entre E.
coccineus, E. polyacanthus y. E. yavapaiensis por compartir un sistema de reproduccién sexual
ginodioico.

Recientemente se ha considerado a la muerte celular programada (MCP) como un evento
que provoca la aborcion de alguno de los 6rganos reproductores en flores funcionalmente
unisexuales. (Greenberg, 1996) En la familia Cactaceae este hecho ha sido corroborado en
Opuntia stenopetala (Flores, 2005; Alfaro, 2008), Consolea spinossisima, C. millspaughii, C.
moniliformis, C. nashii C. picardeae, C. rubescens (Strittmatter et al., 2006) Opuntia robusta
(Alfaro, 2008; Hernandez 2008) y Pereskia portulacifolia (Camacho, 2009).

La MCP es un proceso que forma parte del desarrollo normal de las plantas, desde la
embriogénesis hasta la fertilizacion (Wu & Cheung, 2000). En la MCP las células vegetales
muestran algunos cambios citologicos y bioquimicos que incluyen condensacion nuclear,
agregacion de cromatina en los margenes nucleares, migracion de fosfaditil serina a la superficie
externa de la membrana plasmatica, contraccion celular y fragmentacion del DNA (Nooden,
2004). Este altimo proceso se considera como un indicador de MCP y es detectada mediante la
técnica inmunologica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end labeling), la cual consiste en marcar el extremo 3"OH libre con nucle6tidos modificados que
estan unidos a un fluorocromo. La enzima responsable de unir estos nucleétidos a los extremos
3"0OH libres del DNA es la TdT (Terminal deoxinucleotidil-transferasa), de esta manera, mediante
la excitacién del fluorocromo (FITC) y deteccidn de fluorescencia en verde, se hace evidente la
fragmentacion del DNA en multimeros de oligonucleosomas durante la muerte celular (Roche,
2002).

Debido a que los sistemas de reproduccion sexual que contengan flores unisexuales
(dioicos, ginodioicos, androdioicos Yy trioicos) son poco comunes dentro de la familia Cactaceae y

por lo tanto poco conocidos en su origen, se necesitan estudios embrioldgicos detallados que
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describan el desarrollo de las estructuras florales y que ayuden a determinar la funcionalidad de los
verticilos sexuales, y de esta manera esclarecer el sistema reproductor en las plantas.

Echinocereus coccineus y E. polyacanthus han sido reportadas como especies que
presentan sistemas reproductores diferentes al hermafrodita. Dado que no se ha esclarecido el
sistema reproductor de estas especies y se han reportado como funcionalmente dioicas y
ginodioicas, aun faltan las evidencias embrioldgicas y fisiologicas suficientes para determinarlo.

Estas especies inician su desarrollo como bisexuales, sin embargo se desconoce el
momento del desarrollo en el cual, el crecimiento de uno de los verticilos sexuales se detiene,
asimismo no se conocen los mecanismos involucrados en el establecimiento de la unisexualidad.

En esta investigacion se determind el sistema reproductor de poblaciones de las especies
E. coccineus y E. polyacanthus comparando el desarrollo del gineceo y el androceo entre flores
masculinas y femeninas de las dos especies, probando la funcionalidad del pistilo, la formacion del

fruto y la viabilidad de los granos de polen en los diversos morfos florales.
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ANTECEDENTES

El género Echinocereus

El género Echinocereus comprende méas de 40 especies. Los individuos generalmente son
de lento crecimiento con tallos suculentos, cilindricos y con numerosas espinas. Poseen flores
coloridas, infundibuliformes, con numerosos tépalos, estambres y frutos carnosos. Las flores
permanecen abiertas por varios dias. Las especies del género se distribuyen en las zonas mas

calidas del occidente de Estados Unidos y en norte de México (Hoffman, 1992).

Echinocereus coccineus.

Los individuos de esta especie generalmente poseen tallos agrupados, formando cimulos
de hasta 100, los cuales pueden o no presentar ramas cortas de 4-10cm, poseen de 5-14 costillas,
de 0-6 espinas centrales y de 4-12 espinas radiales. Las flores miden de 3-6.5x3-6¢cm son rojas, a
veces rosas y no presentan tricomas en el pericarpelo. El fruto es dehiscente y puede ser de color
rosa, rojo, parduzco o amarillento (Fig. 1A) (Hunt, 2006).

Echinocereus polyacanthus

Los individuos de esta especie poseen tallos cespitosos, generalmente formando grandes
cumulos. Los tallos poseen de 1 a 20 ramas cilindricas erectas color verde, que miden 2-10cm,
poseen de 10-11 costillas y de 1-4 espinas centrales de color pardo a negro y de 8-10 espinas
radiales. Las flores miden de 4-7x3-4cm, el pericarpelo es pequefio y presenta numerosos
tricomas. El fruto es ovoide y de color verde (Fig. 1B) (Hunt, 2006).

Fig. 1. Individuos del género Echinocereus A. E. coccineus B. E. polyacanthus

14



Sistemas reproductores en angiospermas

Aproximadamente el 90% de las angiospermas produce flores bisexuales o hermafroditas,
el 10% restante, evoluciono a la unisexualidad, separando los sexos espacialmente al desarrollarlos
ya sea en diferentes flores o en diferentes individuos. Esto se puede manifestar en el monoicismo,
en el cual los verticilos sexuales (androceo y gineceo) se encuentran en flores diferentes en una
misma planta; asi como en el dioicismo, en el cual las flores femeninas (pistiladas) y masculinas

(estaminadas) se encuentran en diferentes plantas (Ainsworth, 2000).

De acuerdo con Ainsworth (2000) existen otros sistemas reproductores que se originaron
durante la evolucién del sistema hermafrodita hacia los sistemas dioico y monoico en los que
surgen flores unisexuales. Estos son:

1) Ginodioicismo, en el cual, las poblaciones estan compuestas de plantas con flores
femeninas y plantas con flores hermafroditas.

2) Androdioicismo, en el que las poblaciones tienen plantas con flores masculinas y
plantas con flores hermafroditas.

3) Trioicismo, cuyas poblaciones tienen plantas con flores hermafroditas, plantas con
flores femeninas y plantas con flores masculinas.

4) Ginomonoicismo, donde se presentan flores femeninas y hermafroditas en una misma
planta.

5) Andromonoicismo, poblaciones con flores masculinas y hermafroditas en la misma
planta.

6) Trimonoicismo, en el que una sola planta presenta flores hermafroditas, femeninas y

masculinas.

El doicismo se ha observado entre las familias de angiospermas basales y derivadas. La
distribucién filogenética de este sistema reproductivo indica que el dioicismo surgi

independientemente muchas veces a partir de linajes hermafroditas (Bawa, 1980).

Sistemas reproductores en la familia Cactaceae

La mayoria de las especies dioicas descritas para la familia empiezan su desarrollo como

flores bisexuales, pero a lo largo de éste el crecimiento de uno de los verticilos sexuales se
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detiene, resultando en la funcionalidad de sélo uno de ellos. En Cactaceae se han reportado
24 especies de ocho géneros con sistemas reproductores diferentes al hermafrodita, esta
condicion ha surgido de manera independiente en algunas especies de las subfamilias
Pereskioideae, Opuntioideae y Cactoideae (Orozco, 2002; Strittmatter et al., 2006; Sanchez,
2007; Silva, 2007, Alfaro, 2008, Hernandez, 2008, Camacho, 2009).

Subfamilia Pereskioideae

En esta subfamilia se han reportado cuatro especies con un sistema reproductor diferente al
hermafrodita. Pereskia. quisqueyana Liogier se reporta como dioica, con flores masculinas o
estaminadas que presentan l6bulos estigmaticos filiformes y sin papilas. Con estilo corto y el
I6culo del ovario muy pequefio en el que los 6vulos no se desarrollan o son anormales. En esta
especie aun no se han observado las flores femeninas, por lo que no se escarta la idea de la
existencia de poblaciones androdioicas (Leuenberger, 1986).

P. zinniiflora DC. presenta flores masculinas con l6bulos estigmaticos sin papilas, con
estilo corto y ovario reducido con 6vulos no desarrollados o anormales. Las flores femeninas
presentan lobulos estigmaticos bien desarrollados y papilados, el ovario con numerosos 6vulos de
placentacion parietal, sin embargo los estambres son estériles (Areces, 1984; en Leuenberger;
1986).

En P. portulacifolia (L.) DC las flores masculinas presentan gineceo reducido y no
funcional, el ovario es infero, unilocular y sin dvulos, un estilo corto denominado estilodio y un
conjunto de l6bulos estigmaticos reducidos denominados estigmodio, presentan estambres con
filamentos largos y gran cantidad de granos de polen. Las flores femeninas Unicamente se han
observado en ejemplares de herbario (Leuenberger, 1986; Camacho, 2009).

Mas recientemente, Areces-Mallea (1992) reporta como especie dioica a P. marcanoi
Areces, observé que las flores masculinas presentan numerosos estambres fértiles, estilo vestigial
con algunos “lobulos estigmaticos” filiformes y erectos, sin papilas, mientras que en las flores
femeninas observé la presencia de multiples 16bulos estigmaticos papilados y numerosos évulos

en el ovario, pero con los estambres reducidos y estériles.

16



Subfamilia Opuntioideae

En esta subfamilia se han reportado 12 especies de los generos Opuntia y Consolea con
sistemas reproductores diferentes al hermafrodita.

Del Castillo (1986), reporta poblaciones dioicas, trioicas y hermafroditas de Opuntia
robusta. J.C, Wendl. Silva (2007) documenta el desarrollo de los dos morfos florales de una
poblacién dioica de O. robusta; la flor masculina tiene numerosas anteras que producen granos de
polen, pero con el estigma reducido, ovario pequefio y sin évulos, pero en algunos casos presentan
primordios ovulares que no alcanzan la madurez. Las flores femeninas presentan un estigma de
mayor tamafio con respecto al de las flores masculinas y gran cantidad de dvulos bien
desarrollados. Las anteras de las flores femeninas degeneran después de la formacion de las
tétradas de microsporas, las cuales colapsan y no contintan su desarrollo, por lo que no se forman
granos de polen.

Rebman (1998) describe a Opuntia sanfelipensis, sefialando que se trata de una especie
ginodioica debido a que, en la poblacion estudiada aproximadamente la mitad de las flores
colectadas tenian anteras sin polen y también encontro individuos con flores hermafroditas.

Anderson (2001) sefiala a O. quitensis F.A.C. Weber como especie con flores
funcionalmente unisexuales, sin embargo no profundiza acerca de su sistema reproductivo.

Orozco (2002) documenta que O. stenopetala Engelm. tiene un sistema sexual
funcionalmente dioico, dado que los granos de polen no se desarrollan en las flores pistiladas ni
hay formacion de 6vulos maduros ni estigmas en las flores estaminadas, aunque la presencia de
organos vestigiales dé la apariencia de flores bisexuales.

Diaz y Cocucci (2003) reportan a Opuntia quimilo K. Schum. como especie ginodioica, en
la que las anteras de las flores pistiladas son estériles y méas pequefias en relacion con las de las
flores hermafroditas. En éstas las anteras son funcionales y producen polen. Las flores pistiladas
producen mayor cantidad de 6vulos que las hermafroditas, los estilos y estigmas de ambas flores
son funcionales.

En el género Consolea; Strittmatter y Negron-Ortiz (2000) encuentran que Consolea
rubescens (Salm-Dyck ex D.C.) Lem es una especie dioica, en la cual las flores pistiladas, tienen
un androceo que no es funcional, es decir las anteras no producen polen. Mientras que en las
flores estaminadas el androceo esta bien desarrollado y es funcional. Las flores estaminadas tienen

el gineceo bien desarrollado, pero no es funcional, no se produce fruto y los lébulos estigmaticos
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permanecen cerrados, lo contrario ocurre en las flores pistiladas, donde el gineceo estd bien
desarrollado y es funcional.

Strittmatter et al. (2002), sefialan a Consolea spinossisima Lem., como especie subdioica’,
con tres morfos florales: masculino, femenino y hermafrodita. Observaron que en las flores
hermafroditas el androceo es funcional y produce granos de polen viables y el gineceo es
parcialmente funcional, ya que en algunos individuos en etapa de antesis los dévulos degeneran, o
solo los dvulos de la parte superior del ovario terminan su desarrollo. Las flores estaminadas
tienen estambres mas largos, los ovarios se encuentran bien desarrollados, con numerosos 6vulos,
estilo y estigma, sin embargo en antesis, los I6bulos estigmaticos permanecen cerrados, hay baja
disponibilidad de reservas en el tejido de transmision, por lo que no se permite el crecimiento de
tubos polinicos y los 6vulos son abortados sin ser fecundados. Las flores pistiladas tienen I6bulos
estigmaticos bien desarrollados y ovarios llenos de dvulos. Los estambres tienen filamentos cortos
y colapsados, las anteras son indehiscentes y sin polen.

Negron-Ortiz y Strittmatter (2004) encuentran una Unica poblacion silvestre de Consolea
corallicola Small cuya morfologia floral indica que la especie es hermafrodita. Las flores
producen granos de polen viables, pero raramente semillas viables y cuando éstas se desarrollan,
son por agamospermia. Aunque las flores empiezan su desarrollo como hermafroditas, los 6vulos
son abortados en la antesis. Las anteras tienen un proceso de desarrollo normal, produciendo
granos de polen viables. Sus estudios sugieren que estas flores, son funcionalmente estaminadas y
los individuos sobrevivientes en la poblacion son todos masculinos. Su hipotesis es que C.
corallicola tiene un sistema reproductivo dioico, tal como se presenta en otras especies del género
Consolea y el morfo femenino se encuentra aparentemente extinto.

Strittmatter et al. (2006) reporta un estudio comparativo del desarrollo del microsporangio
en seis especies subdioicas del género Consolea, encontrando que en C. millspaughii (Britton) A.
Berger, C. moniliformis (L.) A. Berger, C. nashii (Britton) A. Berger y C. picardeae (Urb.)
Areces, los tipos florales inician su desarrollo como flores bisexuales, pero en la madurez se
distinguen dos morfos florales: las flores pistiladas, en las que el desarrollo del grano de polen se
detiene en etapa premei6tica, las células madre de la microspora degeneran al igual que las células
del tapete , resultando anteras colapsadas sin polen, y las flores estaminadas en las que el saco

embrionario degenera, resultando 6vulos abortivos en la antesis.

'Subdioico: Sistema reproductor en el cual en una poblacion se encuentran individuos masculinos, femeninos e individuos
hermafroditas, estos Gltimos en bajas proporciones



Subfamilia Cactoideae

En esta subfamilia se han reportado ocho especies de cinco géneros, en las cuales se han
observado flores unisexuales.

Lindsay y Dawson (1952) reportan una poblacién de Mammillaria neopalmeri R.T. Craig,
con flores unisexuales y hermafroditas.

Sanchez (2007) realiz6 el estudio embriolégico en una poblacién de Mamillaria dioica K.
Brandegee encontrando que la poblacion estudiada es ginodioica. La flor hermafrodita presenta
desarrollo normal del androceo y gineceo. La flor femenina tiene desarrollo normal del gineceo y
las anteras se atrofian antes de la meiosis, por lo que no se desarrollan granos de polen.

Kimnach (1982) reporta poblaciones ginodioicas y hermafroditas de la especie
Selenicereus innesii Kimnach, en las que las flores pistiladas carecen totalmente de estambres,
encontré que la camara ovulifera contiene pocos Ovulos y estd parcialmente llena de estilos
rudimentarios que terminan en papilas estigmaticas. Las flores hermafroditas tienen el androceo y
el gineceo normalmente desarrollados y funcionales. De acuerdo a esto, Parfitt (1985) sugiere que
la poblacion estudiada por Kimnach podria ser funcionalmente hermafrodita debido a que las
flores pistiladas presentan malformaciones por lo que son denominadas como neutras, es decir
totalmente estériles. Sin embargo estos autores no presentan evidencias o detalles morfolégicos de
las flores neutras.

Fleming et al. (1994) describen la biologia reproductiva de la especie trioica Pachycereus
pringlei (S. Watson) Britton & Rose, reportan cuatro morfos florales: pistiladas, estaminadas |,
hermafroditas y neutras. Las flores pistiladas presentan anteras que carecen de granos de polen,
éstas son pequefias y oscuras, el gineceo estd bien desarrollado y es funcional. En las flores
estaminadas el androceo esta bien desarrollado y es funcional, produciendo una gran cantidad de
granos de polen, tienen estilos y estigmas totalmente desarrollados, pero el ovario usualmente
carece de dvulos. En las flores hermafroditas tanto el androceo como el gineceo se encuentran bien
desarrollados y son funcionales. Por ultimo las flores neutras tienen el gineceo y el androceo
atrofiados, no producen granos de polen ni desarrollan 6vulos. Nufiez (2004) reporta que el
desarrollo de la antera en las flores femeninas es aparentemente normal, sin embargo la pared de
calosa que rodea las microsporas es anormal y los granos de polen jévenes solo presentan restos de
citoplasma colapsado, por lo que no son viables. Para las flores masculinas reporta dos tipos de

6vulos anormales, el primer tipo que presenta funiculos que finalizan en protuberancias nucelares
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y no desarrollan tegumentos; en el segundo tipo los dvulos son amorfos, con la nucela cubierta
parcial o totalmente por los tegumentos y el funiculo.

Valiente-Banuet et al. (1997) reportan para la especie Neobuxbaumia mezcalaensis Bravo
poblaciones con sistema reproductivo androdioico, en las plantas estaminadas y hermafroditas el
androceo se encuentra bien desarrollado y es funcional; en las plantas estaminadas el gineceo se
encuentra reducido y no presenta Ovulos maduros. Sin embargo, GOomez (2010) reporta
poblaciones de esta especie en la misma zona estudiada por Valiente-Banuet, en la Reserva de la
Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan; donde las flores denominadas como masculinas presentan
estigmas y estilos funcionales que permiten el crecimiento de los tubos polinicos. Si bien algunas
flores presentan ovarios reducidos, éstas forman 6vulos asi como algunas semillas, concluyendo
que la poblacién no es androdioica sino hermafrodita y que la ausencia de 6vulos maduros en
algunas flores se debe a la presencia de parasitos y/o herbivoros y no al establecimiento genético
de la unisexualidad floral.

Hoffman (1992), reporta para poblaciones dioicas de Echinocereus coccineus Engelm. que
las flores masculinas son de mayor tamafio que las femeninas y que hay diferencias en las
dimensiones del androceo. Encontrd en las flores masculinas estambres mas largos y anteras mas
grandes; pero el nimero de 6vulos y area de los l6bulos estigmaticos en éstas es mucho menor que
en las femeninas, y no desarrollan frutos. Por otra parte, en las flores femeninas las anteras no
desarrollan granos de polen.

Baker (2006) describe a Echinocereus yavapaiensis como especie dioica. Sefialando la
presencia de plantas con flores masculinas con granos de polen fértil que no producen frutos,
mientras que las plantas con flores femeninas producen granos de polen estériles.

Sanchez (2010) reporta poblaciones ginodioicas de Echinocereus polyacanthus, en las que
encuentra dos morfos florales: la flor femenina, que posee gineceo bien desarrollado y anteras
estériles; y la flor hermafrodita, con gineceo bien desarrollado y anteras que producen numerosos

granos de polen.
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Evidencia de muerte celular programada en flores unisexuales

En las plantas, la muerte celular es esencial para su desarrollo y supervivencia (Greenberg,
1996). La muerte celular se da por dos procesos: 1) debido principalmente a factores exdgenos
como dafio fisico, estrés, toxinas, etc; un ejemplo de esto es la necrosis, definida como muerte
celular accidental o resultado de trauma; y 2) debido principalmente a factores endégenos, en la
que el organismo controla el proceso de muerte celular, por lo que ésta se denomina muerte celular
programada (MCP) (Nooden, 2004).

La MCP es parte del desarrollo normal de las plantas, esta relacionada en procesos del
desarrollo como la senescencia de las hojas, la formacion de los 6rganos sexuales, la eliminacion
de las células de la aleurona, la remocion de las células de la caperuza de la raiz y la diferenciacion
de células especializadas como es el caso de los elementos traqueales. La MCP ocurre en el
androceo Yy el gineceo, estando extensamente involucrada en el éxito de la reproduccion (Wu &
Cheung, 2000).

La MCP en la antera tiene un papel critico en el desarrollo normal del polen, ya que si este
proceso falla, los granos de polen se desarrollan anormalmente, lo que conduce a la esterilidad
(\Varnier, et al. 2005).Un ejemplo de MCP en el androceo es el de las células del tapete, un tejido
de la antera cuya funcion es nutrir y guiar el desarrollo de las microsporas. El destino final del
tapete es la degeneracion de sus células, lo cual ocurre despues de la meiosis con un patron tipico
de MCP. Después de un periodo de actividad las células mueren para liberar secreciones que
formaran la cubierta del grano de polen, la degradacion prematura o retrasada del tapete esta
asociada con esterilidad masculina (Papini, et al. 1999; Balk y Leaver, 2001; Coimbra, 2004; Li,
2006).

En anteras de Lilium se ha demostrado que la MCP ocurre desde la meioisis hasta la
maduracion del grano de polen, en una secuencia que comienza en el tapete y se va extendiendo
radialmente hacia las capas exteriores de la antera afectando todos los tejidos y promoviendo la
dehiscencia (Varnier, et al. 2005).

En el gineceo, los patrones de MCP se pueden observar después de la meiosis de la célula
madre de la megaspora, tres de las cuatro megasporas degeneran dejando Unicamente una
funcional; en el tejido de transmisién durante el crecimiento de los tubos polinicos, y una de las
células sinérgidas degenera antes de la fecundacion para permitir la entrada del tubo polinico al

saco embrionario (Wu & Cheung, 2000).
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En algunas especies con flores unisexuales, inicialmente ambos 6rganos sexuales estan
presentes, y posteriormente a lo largo del desarrollo uno de los verticilos es abortado por procesos
de MCP (Greenberg, 1996).

El maiz es una especie monoica que tiene inflorescencias masculinas y femeninas en la
misma planta. La determinacion de la unisexualidad en las flores del maiz involucra cambios
citologicos importantes en el destino de los 6rganos sexuales, asi como también marcadas
diferencias en la morfologia de los tejidos florales. En etapas tempranas del desarrollo las flores
son bisexuales, con potencial de desarrollar siempre ambos sexos, pero su destino sexual y
eliminacion selectiva estd determinado en cada etapa de desarrollo y controlado por factores
genéticos, MCP y hormonas, para finalmente dar origen a flores masculinas en la espiga y flores
femeninas en el jilote (Dellaporta y Calderdn-Urrea, 1994; Calder6n-Urrea y Dellaporta, 1999).

Caporali et al. (2003) reportan para las flores unisexuales de una variedad silvestre de Vitis
vinifera L., que la aborcion del pistilo en las flores masculinas comienza con la no diferenciacion
del estilo y el estigma, seguido por la detencion del crecimiento del ovario. El desarrollo de los
Ovulos contindia hasta la etapa de saco embrionario, en esta etapa las células externas de la nucela
y algunas capas de células tegumentarias degeneran por un proceso de muerte celular programada.

Para Opuntia stenopetala, Orozco (2002) describe que las anteras de las flores pistiladas se
desarrollan de manera similar a las estaminadas hasta la etapa de célula madre de la microspora
(cmmi). En esta etapa, las cmmi’s experimentan algunas caracteristicas estructurales tipicas de
MCP. Se observé compactacion de la cromatina, aumento en el nimero y tamafio de vacuolas y
colapso celular, lo cual ocasiona la separacion de la pared. Asimismo se detect6 fragmentacion del
DNA nuclear, la cual fue evidenciada mediante la prueba de TUNEL (Flores, 2005), sugiriendo
que las cmmi’s entran al programa de MCP, lo cual propicia la esterilidad masculina en este morfo
floral. De igual forma el tapete se hipertrofia y en las otras capas de la pared de las anteras hay
alteraciones, sugiriendo también MCP, lo cual fue corroborado por Alfaro (2008).

Para Opuntia robusta Hernandez (2008) reporta que el DNA se encuentra fragmentado en
los nucleos de las células del ovario y évulos de las flores masculinas indicando la posibilidad de
que la MCP esté implicada en la no funcionalidad de estas estructuras. Para las anteras de las
flores femeninas de esta especie, Alfaro (2008) reporta evidencias de MCP en el tapete, en las
cmmi y en otras capas de las anteras, encuentra que algunas cmmi si entran en meiosis y llegan a
formar tétradas, las cuales presentan ciertas irregularidades, se colapsan y posteriormente

degeneran antes de liberarse de la pared de calosa para formar al grano de polen joven.
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Evidencias de MCP en las capas de la antera, también fueron observadas en las flores
femeninas de Consolea spinossisima, C. millspaughii, C. moniliformis, C. nashii C. picardeae, C.
rubescens. En estas especies la esterilidad masculina est4d asociada con anormalidades en el
desarrollo del tapete, sus células se hipertrofian alargandose radialmente y mostrando cambios
ultrastructurales caracteristicos de la MCP, lo que provoca que las cmmi’s degeneren
completamente durante la profase I. Asimismo la capa media de la antera que en las flores
masculinas degenera al final de la meiosis, en las flores femeninas persiste y se alarga empujando
las células del tapete hacia el centro del l6culo y para la antesis tanto la capa media y el tapete ya
han degenerado.(Strittmatter, et al. 2006).
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HIPOTESIS
Dado que en diferentes poblaciones de Echinocereus coccineus y E. polyacanthus se han

observado dos diferentes morfos florales, posiblemente estas especies presentan un sistema
reproductor diferente al hermafrodita.

OBJETIVOS

Objetivo general

Describir el desarrollo de los 6rganos reproductores en individuos de Echinocereus coccineus

y E. polyacanthus y a partir de los resultados determinar su sistema reproductor.

Objetivos particulares

e Conocer el sistema reproductor y proporcion de los morfos florales de E. coccineus y E.
polyacanthus.

e Conocer la etapa del desarrollo floral y los tejidos que se ven afectados y que llevan a la
funcionalidad de un sélo verticilo sexual.

e Determinar si existe muerte celular programada en los tejidos afectados.

e Determinar la funcionalidad de los estigmas y estilos en los morfos florales.

e Determinar la trayectoria de los tubos polinicos a traves del estilo en ambos morfos

florales.

MATERIALES Y METODOS
Colecta y fijacion

El material biologico (flores y botones florales) de E. coccineus se colectd en el estado de
Chihuahua, México, en los meses de marzo y abril de 2009 y 2010.
Localidad: Mpio. Juarez, a 4 km al Sur de Samalayuca, al pie de la montafia, 31° 19’ 33.3" N 106°
29°32.88" O, D. Sanchez 48 (MEXU).

El material bioldgico de E. polyacanthus se colect6 en el estado de Durango, México, en

los meses de marzo y abril de 2009 y 2010.
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Localidad: Mpio. Durango, en el km 39 de la carretera Durango-Mazatlan (MEX 40), 23° 55’
51.54" N 104° 54’ 24.6" O, D. Sanchez 12 (MEXU).

El sexado de la poblacién de E. coccineus y E. polyacanthus se determiné considerando las
caracteristicas de las anteras, como presencia 0 ausencia de polen, tanto en antesis como en
botones florales avanzados en el desarrollo.

Posteriormente los botones florales y flores se disectaron retirando las unidades del
perianto y parte del pericarpelo, el material se fijé y procesé de acuerdo a las técnicas empleadas.

De acuerdo al tamafio de los botones florales y flores se establecieron ocho etapas de
desarrollo, las cuales se utilizaron para describir la embriologia (Tabla 1).

Tabla 1. Etapas de desarrollo floral establecidas.

ETAPA LONGITUD (mm)
1 9.0-11.9
2 12.0-13.9
3 14.0-18.9
4 19.0-24.9
5 25.0-29.9
6 30.0 -34.9
7 35.0-39.9
8 40.0 — 49.9 (antesis)

Inclusidn y cortes histologicos

El material a utilizar para microscopia 6ptica se fijo en FAA (Formaldehido 10%, Acido
acetico 5% y Alcohol etilico 50%). Posteriormente, se lavd con agua destilada haciendo tres
cambios de 15 min cada uno y se deshidraté gradualmente en etanol 50%, 70%, 85%, 96% Yy dos
cambios de etanol absoluto, 30 min en cada uno. A continuacién, se coloco en xilol por 15 min y
después en una mezcla de xilol:paraplast, en proporcion 1:1 durante 24 h a 60 °C. Se infiltro en
paraplast puro durante 24 h a 60 °C. Finalmente se incluyé en Paraplast puro y se realizaron cortes
de 5-7 um de grosor en el microtomo rotatorio American Optical 820, los cuales se tifieron con
safranina-verde rapido.

El material que se utilizé para las pruebas inmunoldgicas se fijo en formaldehido al 4% en
buffer de PBS (NaCl 137mM, KCI 2.7mM, Na,HPO, 7H,0 10mM, KH,PO,4 H,O 2mM. pH 7.3)
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1X, posteriormente se enjuag6 con el mismo buffer, haciendo 3 cambios de 15 min cada uno. Las
estructuras disectadas se deshidrataron gradualmente en etanol 50%, 70%, 85%, 96% y 100% (dos
cambios), 30 min en cada uno. Parte del material se incluyo en paraplast siguiendo el protocolo
antes mencionado, mientras otra parte del material, se infiltré en resina LR-White:etanol absoluto en
una proporcion 1:1 por 24 hy a 4 °C y luego en LR-White puro por 12 h a 4 °C (dos cambios). Las
muestras se incluyeron en LR-White puro en cépsulas de gelatina y se polimerizaron a 56°C en
ausencia de oxigeno. Los bloques obtenidos se cortaron a 1-2 um de grosor en un ultramicrotomo JMC
MT990.

Observacién al microscopio electronico de barrido

Para las observaciones en el microscopio electrénico de barrido el material fijado en FAA
se deshidrat6 en etanoles graduales (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%) durante 2 h en cada uno.
Las muestras se llevaron a punto critico con CO, y se montaron en portamuestras de aluminio
cubriéndolos con una capa fina de oro. Las muestras se observaron en un microscopio electronico

de barrido Jeol JSM-5310LV vy se tomaron fotografias.

Analisis cuantitativo de caracteres

Para realizar la medicion y conteo de algunas estructuras florales, 32 flores en antesis
fueron fijadas en FAA y luego enjuagadas en agua destilada. Posteriormente se disectaron el
androceo Yy gineceo y se tomaron las siguientes mediciones: longitud de estambres, anteras, estilo,
estigma, y ovario, nimero de I6bulos estigmaticos, anteras y 6vulos y ancho del ovario. Con los
valores obtenidos se realizd una prueba t de student (Statgraphics Centurion XV.I, 2006) para

conocer si existen diferencias entre ellos.

Observacion de tubos polinicos

Tanto en el campo como en individuos de la coleccién del Jardin Botanico de la UNAM se
realizaron polinizaciones manuales en estigmas receptivos. Una parte de los pistilos se fijaron en
FAA después de 72hr. Posteriormente, se lavaron con agua destilada y se colocaron en una
solucion de NaSOs, y se pusieron en un autoclave, manteniéndolos a 134 °C y 2.1 bar por 15 min.
El material se lavd con agua destilada y se coloco en azul de anilina decolorado al 1% en K3PO4
0.1N durante toda la noche en oscuridad a 4 °C. Finalmente, los pistilos se aplastaron (“squash”)
entre un cubreobjetos y un portaobjetos. Las preparaciones se sellaron con barniz de ufias y se
observaron en un microscopio de fluorescencia Olympus Provis AX750 para evidenciar la calosa
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de los tubos polinicos. La otra parte de las flores, continuaron el desarrollo para observar la

produccion de frutos.

Prueba de TUNEL

Para la prueba de TUNEL los cortes hechos en paraplast se colocaron en portaobjetos
especiales Superfrost (Fisher) para inmunolocalizacién, luego se desparafinaron por 30 min a 60
°C, y se sumergieron en Slidebrite Biocare Medical dos cambios de 15 min cada uno. A
continuacion, se hidrataron en etanoles graduales (100%, 96%, 85%, 70%, 50%,) durante 10 min
en cada uno y finalmente se lavaron con buffer de PBS, dos cambios de 10 min cada uno. Los
cortes realizados en LR-White se colocaron en portaobjetos especiales Superfrost (Fisher) para
inmunolocalizacién, luego se hidrataron en buffer de PBS 1X por 15 min.

Posteriormente se les agreg6 proteinasa K (dos gotas) y se incubaron a 30-35 °C por 15
min. Después las preparaciones se lavaron tres veces con buffer de PBS 1X, cada uno por 5
min.

Para el Control negativo: Se agregaron 50uL de la solucion de marcaje (sin enzima), se
cubrio la muestra con parafilm y se incub6 por 1:30 h en una cadmara humeda, en
obscuridad y a temperatura ambiente.

Para el Control positivo: Se agregaron 50 pL de la solucion con DNasa I (3000 U/mL
de DNasa, en buffer 50mM tris-HCL, pH 7.5, 10mM MgCl,, 1mg/ml BSA) se cubrieron los
cortes con parafilm y se incubaron por 30 min a 30 °C. Después, se lavaron tres veces con
buffer PBS 1X cada uno por tres minutos. Se afiadieron 50 puL de la reaccion de TUNEL
Roche Applied Science, los cortes se cubrieron con parafilm y se incubaron por 1:30 h en
una camara himeda, en oscuridad a temperatura ambiente.

Al resto de las muestras se les agregaron 50 puL de la reaccion de TUNEL (con
enzima TdT, nucleétidos y fluorocromo) se cubrieron con parafilm y se incubaron por 1:30
h en una camara humeda, en oscuridad a temperatura ambiente.

Posteriormente se lavo cada una de las muestras cuatro veces con buffer PBS 1X
por 3-5 min a temperatura ambiente (se mantuvieron en obscuridad entre cada lavado). Se
montaron con medio de montaje DAKO mas DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro)
en proporcién 5:1 y se sellaron con barniz de ufias.

Las preparaciones se guardaron a 4 °C en obscuridad para ser observadas al

microscopio confocal.
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RESULTADOS

En esta seccién se describe el desarrollo del androceo y gineceo de las flores de
Echinocereus coccineus y E. polyacanthus. Asimismo, se presentan las evidencias embrioldgicas
que permitieron determinar el sistema reproductor. Ambas poblaciones son dioicas, no se
encontraron hermafroditas.

En las poblaciones visitadas, se hizo un conteo del nimero de individuos por morfo,
encontrando en la poblacion de E. coccineus 19 individuos funcionalmente masculinos y 18
individuos funcionalmente femeninos. En la poblacién de E. polyacanthus se encontraron 19

individuos funcionalmente masculinos y 15 individuos funcionalmente femeninos.

DESARROLLO

Echinocereus coccineus

Sistema de reproduccion sexual: funcionalmente dioico. Las flores aunque aparentan ser
hermafroditas presentan atrofia de alguno de los verticilos sexuales, por lo cual se encontraron
individuos femeninos y masculinos. Los individuos femeninos tienen flores con anteras colapsadas
de color amarillo claro (Fig. 2A). El gineceo esta bien desarrollado, con un estigma con multiples
I6bulos y un ovario con numerosos évulos. La presencia de frutos indica que alcanzan la madurez
y forman semillas tanto en poblaciones naturales como en los individuos ex situ que fueron
polinizados manualmente (Fig.2C). Los individuos masculinos tienen flores con anteras de color
rosa y con numerosos granos de polen. El gineceo esta reducido, el estigma es méas pequefio en
relacion con el de las flores femeninas, sin embargo el ovario produce évulos aparentemente
maduros (Fig. 2B), aunque no se detectd la formacién de fruto ni en campo ni ex situ por

polinizaciones manuales controladas (Fig. 2D).

Desarrollo del androceo

Flores funcionalmente masculinas. Mediante cortes transversales de anteras, se observd el
desarrollo de éstas.. En la etapa cuatro, correspondiente a la de células madres de las microsporas,
se observo una pared de antera formada de cuatro capas celulares: epidermis, endotecio, una capa

media y el tapete binucleado tipo secretor. En la etapa cinco, se observaron tétradas tetrahédricas
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en los loculos de las anteras, rodeadas de calosa. En esta etapa, la epidermis, el endotecio y el
tapete persisten, mientras que las células de la capa media se han colapsado (Fig. 3A, 3B).
Posteriormente, en las etapas seis y siete en los microsporangios se encontraron una gran cantidad
de granos de polen unicelulares y bicelulares, respectivamente, para estas etapas Unicamente se
pueden observar los restos del tapete, el cual ya ha degenerado para asegurar la maduracion
apropiada del polen (Fig. 3C). En la etapa ocho, se observaron las anteras dehiscentes (Fig. 3D), la
epidermis y el endotecio permanecen como Unicas capas de la pared de la antera. Se observo
colapsado el apice del filamento en la zona de unién a la antera (Fig. 3E).

Flores funcionalmente femeninas. En los cortes transversales de las anteras, en la etapa cuatro que
corresponde a la etapa de células madres de las microsporas, se observaron cuatro l6culos. La
pared de la antera presentd cuatro estratos celulares, la epidermis, el endotecio, una capa media y
el tapete, pero con la peculiaridad de que éste empieza a colapsarse en esta etapa (Fig. 4A). En las
etapas posteriores, las capas celulares de las anteras se colapsan paulatinamente, asi como algunas
celulas madre de la microspora, las cuales se encuentran reducidas en tamafio y no entran a
meiosis, ni se rodean de calosa (Fig. 4B, 4C). Para la etapa ocho que corresponde a la antesis, las
células se observaron completamente colapsadas y el endotecio tiene engrosamientos en sus
paredes, el apice del filamento se observd mucho mas colapsado en la zona de unién a la antera

que en las flores masculinas (Fig. 4D).
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Fig. 2. Individuos de la poblacién de E.coccineus. A. Flor funcionalmente femenina, se observan los lébulos divergentes del
estigma (flecha amarilla) bien desarrollados y las anteras colapsadas de color amarillo claro (flecha negra). B. Flor
funcionalmente masculina. La flecha negra indica las anteras, que son funcionales y son de color rosa. Se observa el estigma con
Iébulos cerrados (flecha amarilla) C. Individuo funcionalmente femenino, después de 12 semanas de la polinizacién se observa el
fruto (flechas). D. Individuo funcionalmente masculino, las flores 12 semanas post-polinizacién se observan secas y no se
ensanchan, indicando que no se forma fruto (flecha).
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Fig. 3. Desarrollo de la antera y granos de polen en las flores funcionalmente masculinas de E. coccineus. A. Corte
transversal de la antera, se observan cuatro microsporangios, dentro de ellos se encuentran tétradas tetrahédricas
rodeadas de calosa y las capas de la pared de la antera (Etapa 5). B. Acercamiento a un microsporangio, se observa la
epidermis y el endotecio de la pared de la antera, seguido por el tapete que es multinucleado. Dentro del
microsporangio se observan tétradas tetrahédricas (Etapa 5) C. Acercamiento al microsporangio, se observan granos
de polen bicelulares, pared de antera con la epidermis, el endotecio con engrosamientos y restos del tapete (Etapa 7).
D. Corte transversal de una antera dehiscente con granos de polen, se mantiene la epidermis y el endotecio. E. Antera
dehiscente, la flecha indica el colapso del filamento en la zona de unién a la antera (Etapa 8). ¢, tejido conectivo; cg,
célula generatriz; cv, célula vegetativa; en, endotecio; ep, epidermis; g, grano de polen; m, microsporangio; s, septo; t,
tapete; te, tétrada.
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Fig. 4. Desarrollo del androceo en las flores funcionalmente femeninas de E. coccineus A. Corte transversal de la antera
en etapa cuatro, se observan cuatro microsporangios, dentro de ellos algunas células madres de las microsporas v el tapete
colapsado. B. Corte transversal de la antera, con todas las células colapsadas (Etapa 5) C. Acercamiento al microsporangio,
se observan colapsadas tanto las células de la pared de la antera como las células madres de las microsporas (Etapa 5). D.
Fotomicrografia en MEB de anteras, se observa la antera colapsada, las flechas indican el colapso del filamento en la zona
de unidn a la antera (Etapa 8). c, tejido conectivo; cmi, célula madre de la microspora; en, endotecio; ep, epidermis; m,
microsporangio; t, tapete.

Desarrollo del gineceo

Flores funcionalmente femeninas.
Estigma. Los estigmas estan formados por alrededor de 10 I6bulos estigmaticos, cada uno con
numerosas papilas unicelulares que se van alargando conforme avanza el desarrollo (Fig. 5A). En

cortes transversales, se observa cada l6bulo rodeado por papilas que contienen taninos. Adyacentes

32



a ellas se encuentran varios estratos de células de tejido de transmision, que son méas pequefias y
con citoplasma denso. Dentro de cada I6bulo se observa un haz vascular. En etapa 8 (antesis) se
observaron granos de polen germinados sobre las papilas, que en esta etapa estdn cubiertas de
secrecion (Fig. 5B).

Estilo. Los I6bulos estigmaticos se juntan en un unico estilo, en cuyo centro se observa un canal
estilar formado por las células de la epidermis interna del estilo, las cuales son como papilas
alargadas y adyacente a ellas se observan las células del tejido de transmision, el cortex con

células de mucilago y la epidermis (Fig. 5C, D).

Fig. 5. Caracteristicas morfologicas del gineceo de las flores femeninas de E. coccineus. A. Acercamiento a las
papilas estigmaéticas, se observan alargadas y cubiertas de secrecion. B. Granos de polen adheridos a las papilas
estigméticas. C. Corte transversal del estilo, se observa en el centro el canal estilar rodeado por papilas, el tejido de
transmisién, el cortex y la epidermis externa. D. Acercamiento al canal estilar, se observa la epidermis interna en
forma de papilas que recubren el canal estilar y el tejido de transmision. c, cortex; ep, epidermis; gp, grano de polen;
p, papilas estigmaticas; tt, tejido de transmision.

Ovulos. En los cortes transversales de 6vulos en etapa de célula arquesporial (etapa 1) se observan
primordios ovulares. En las etapas 3 y 4, los dvulos se encuentran en etapa de célula madre de la

megaspora (cmme) y se observan los primordios del tegumento externo y del tegumento interno.
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La célula arquesporial se ha dividido en la célula parietal, que dara origen a la nucela y en la cmme
(Fig. 6A). Para la etapa seis se puede observar que el évulo es crasinucelado, anatropo, bitégmico
(Fig. 6B) y ya se encuentra formado el saco embrionario (Fig.6C). El tegumento interno forma el
micropilo y el funiculo es muy largo (Fig. 6C). En los ovarios de flores en antesis, los dévulos se
encuentran arreglados en racimos, los funiculos son mucho maés largos y se observaron largos

tricomas en su epidermis, del lado donde se curva el 6vulo (Fig. 6D, E).

100m X50 100pm

Fig. 6. Desarrollo de los 6vulos de flores funcionalmente femeninas de E. coccineus. A. Se observa un 6vulo en etapa
de célula madre de la megaspora, con primordios de tegumento interno y del tegumento externo. (Etapa 3) B. Ovulo
maduro, se observan las células del saco embrionario, el funiculo y micrépilo (Etapa 6). C. Acercamiento al saco
embrionario. D. Panordmica del ovario. E. Acercamiento a un racimo de Ovulos, en el recuadro se muestra un
acercamiento a los tricomas de la epidermis de los funiculos. cme, célula madre de la megaspora; cp, célula parietal;
cse, células del saco embrionario; f, funiculo; N, nucela; o, 6vulo; se, saco embrionario t. tricomas; te, tegumento
externo; ti, tegumento interno.
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Flores funcionalmente masculinas.

Estigma. En promedio se encontraron en los estigmas siete l6bulos estigmaticos con numerosas
papilas, las cuales se van alargando conforme avanza el desarrollo (Fig.7A). En cortes
transversales de estigma en todas las etapas se observa cada l6bulo rodeado por papilas que
contienen taninos. Adyacentes a ellas se encuentra el tejido de transmision cuyas células son mas
pequefas y tienen citoplasma denso, dentro de cada I6bulo se observa un haz vascular (Fig. 7B).
Estilo. Los I6bulos estigméticos se juntan en un Unico estilo, en el centro de éste se observa el
canal estilar formado por células papiladas de la epidermis interna con taninos. Adyacente a estas
células, se observan varios estratos de tejido de transmision, éste se encuentra reducido con
respecto al numero de estratos presentes en las flores femeninas, las células del cortex con algunas
celulas de mucilago, haces vasculares y la epidermis externa también con taninos (Fig. 7C,D).
Ovulos. En las flores de etapas 2 y 3, dentro del ovario se pueden observar numerosos 6vulos con
dos tegumentos y la célula madre de la megaspora (Fig. 8A). Para la etapa seis, se observa el saco
embrionario bien desarrollado (Fig. 8B). En las flores en etapa de antesis, los ovarios tienen gran
cantidad de oOvulos, los cuales se arreglan en forma de racimo y tienen funiculos largos que

presentan tricomas en la epidermis, del lado donde se curva el 6vulo (Fig. 8C, D).
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Fig. 7. Caracteristicas morfoldgicas del gineceo de las flores masculinas de Echinocereus coccineus. A. Panoramica
del estigma, se observan los l6bulos estigmaticos. B. Corte transversal de un I6bulo estigmatico. C. Corte transversal
del estilo de una flor femenina, se observa en el centro el canal estilar rodeado por papilas, el tejido de transmision, el
cortex, haces vasculares y la epidermis externa. D. Corte transversal del estilo de una flor masculina, se observa al
centro el canal estilar, la epidermis interna en forma de papilas que recubren el canal estilar y se encuentran
adyacentes al tejido de transmision. Se observan menos estratos celulares del tejido de transmisién con respecto al de
las flores femeninas. c, cortex; ce, canal estilar; ep, epidermis; h, haz vascular; lo, 16bulo estigmético; p, papilas
estigmaéticas; tt, tejido de transmision.
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Fig. 8. Desarrollo de los évulos de flores funcionalmente masculinas de Echinocereus coccineus. A. Se observa un
ovulo en etapa de célula madre de la megaspora, con el tegumento interno y el tegumento externo. (Etapa 3) B.
Células del saco embrionario (Etapa 6). C. panoramica del ovario. D. acercamiento a un racimo de évulos, en el
recuadro se muestran los tricomas de la epidermis del funiculo. cme, célula madre de la megaspora; f, funiculo; N,
nucela; o, o6vulo; p, nucleos polares; s, célula sinérgida; se, saco embrionario; t, tricomas; te, tegumento externo; ti,
tegumento interno.

Echinocereus polyacanthus

Sistema de reproduccién sexual: Funcionalmente dioico. Las flores aunque aparentemente
hermafroditas, presentan alguno de los verticilos sexuales atrofiados. Los individuos femeninos
presentan anteras colapsadas de color amarillo, el gineceo bien desarrollado con un estigma que
tiene I6bulos estigmaticos divergentes (Fig. 9A) y los 6vulos maduran hasta formar semillas (Fig.
9C). Los individuos masculinos tienen flores con anteras rosas y con numerosos granos de polen,

el estigma se observa reducido en comparacién al encontrado en las flores femeninas (Fig. 9B) y
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presentan numerosos Ovulos maduros, pero posteriormente en etapa madura no se producen ni

frutos ni semillas (Fig. 9D).

Fig. 9. Individuos de la poblacién de E. polyacanthus. A. Flor funcionalmente femenina, se observan los I6bulos del
estigma (flecha amarilla) bien desarrollados y las anteras colapsadas y sin polen (flecha negra). B. Flor
funcionalmente masculina. Se observa el estigma con Iébulos cerrados (flecha amarilla), la flecha negra indica las
anteras, que son funcionales y producen polen. C. Individuo funcionalmente femenino, se observa fruto (flecha). D.
Individuo funcionalmente masculino, las flores post-antesis se observan secas y no se ensancha el pericarpelo como
indicador de que no se forma fruto (flechas).

Desarrollo del androceo

Flores funcionalmente masculinas. Se siguié el desarrollo de las anteras mediante cortes
transversales, encontrando que en la etapa tres la pared de antera esta formada de cuatro capas
celulares: la epidermis, el endotecio, la capa media y el tapete; éste ultimo es multinucleado y de
tipo secretor. Dentro de los microsporangios se observan células madres de las microsporas (Fig.
10A, B). Para la etapa seis, ya estan formados los granos de polen y el tapete ya ha degenerado
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para asegurar la maduracion apropiada del polen. La pared de la antera s6lo esta compuesta por
epidermis y endotecio con engrosamientos, asimismo las células de la capa media se han
colapsado (Fig. 10C, D).

Flores funcionalmente femeninas. En la etapa dos, se observan en las anteras, cuatro I6culos, en
cada uno de ellos la pared estd conformada por cuatro capas celulares: la epidermis, el endotecio,
la capa media vy el tapete. A diferencia de las flores masculinas, el tapete comienza a colapsarse
en esta etapa que corresponde a la etapa de células madres de las microsporas (Fig. 11A, B). Para
etapas posteriores, las anteras se encuentran completamente colapsadas, asi como algunas células
madres de las microsporas que no entran a meiosis. Estas se observaron reducidas y no se rodean
de calosa. Los esporangios estan reducidos aungque se mantiene la epidermis y el endotecio con
engrosamientos (Fig. 11C, D, E). Se observan los estambres completamente colapsados (Fig. 11F).

Desarrollo del gineceo

Flores funcionalmente femeninas.

Estigma. Se encontraron en los estigmas aproximadamente siete I6bulos estigmaticos (Fig. 12A),
cada uno de ellos rodeado de numerosas papilas que se van alargando conforme avanza el
desarrollo. En cortes transversales se observa el tejido de transmision adyacente a las papilas y en
cada l6bulo se presenta un haz vascular (Fig. 12C). Para la antesis, las papilas se encuentran
cubiertas de secrecion y en esta etapa en el apice de los lébulos se observaron granos de polen
(Fig. 12B)

Estilo. Los lébulos estigmaticos se juntan en un Unico estilo, en el centro de éste se observa un
canal estilar, formado por las células de la epidermis interna que son como papilas y contienen
taninos. Adyacente a esta epidermis se encuentran varios estratos del tejido de transmision, haces
vasculares, cortex y epidermis externa también con taninos (Fig. 12D, E).

Ovulo. En los cortes transversales de ovarios de flores en etapa uno, se observan primordios
ovulares (Fig. 13A). En etapa tres, en los 6vulos ya se ha formado la célula madre de la megaspora
y se observan los tegumentos interno y externo (Fig. 13B). Para las etapas cuatro y cinco, ya se
encuentra formado el saco embrionario. En antesis, los ovarios contienen gran cantidad de 6vulos
maduros que presentan funiculos largos con numerosos tricomas en la epidermis, en esta etapa

incluso se observaron algunos tubos polinicos creciendo en dichos tricomas (Fig. 13C-F).
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Flores funcionalmente masculinas.

Estigma. En los estigmas se encontraron alrededor de siete I6bulos estigmaticos (Fig. 14A), cada
uno de ellos rodeado por numerosas papilas redondeadas que en la antesis se encuentran cubiertas
de secrecion, y sobre ellas se observan adheridos granos de polen (Fig. 14B). En cortes
transversales de l6bulos estigmaticos se observan varios estratos de tejido de transmision
adyacentes a las papilas estigmaticas, en cada l6bulo se observa un haz vascular (recuadro
Fig.14A).

Estilo. Los l6bulos estigmaticos se juntan en un unico estilo, en el centro de éste se observa en el
centro el canal estilar rodeado de células papiladas de la epidermis interna del estilo que contienen
taninos. Junto a ellas se observa el tejido de transmision, que se encuentra reducido en
comparacion con el de las flores femeninas (Fig. 12E), haces vasculares, el cortex y la epidermis
externa también con taninos (Fig. 14C, D).

Ovulo. En los ovarios de las flores en etapa 6, se observan numerosos 6vulos maduros que son
anatropos, bitégmicos, crasinucelados y rodeados por el funiculo, en los cuales ya se encuentra
desarrollado el saco embrionario (Fig. 15A, B). En etapas maduras los 6vulos se arreglan en
racimos y se observan tricomas en la epidermis de los funiculos, del lado en que se curva el 6vulo,
aungue menos abundantes y de menor longitud respecto a los observados en los funiculos de las

flores femeninas (Fig. 15C, D).
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Fig. 10. Desarrollo del androceo en las flores funcionalmente masculinas de E. polyacanthus. A. Corte transversal
de la antera, se observan cuatro microsporangios, dentro de ellos se encuentran células madre de la microspora (Etapa
3). B. Acercamiento a un microsporangio, se observa la pared de la antera con cuatro capas celulares, la epidermis, el
endotecio, capa media, seguido por el tapete y células madres de las microsporas (Etapa 3). C. Corte transversal de
una antera madura, dentro de los microsporangios se encuentran granos de polen (Etapa 6). D. Acercamiento de un
microsporangio, se observan granos de polen uninucleados y la pared de la antera s6lo mantiene la epidermis y el
endotecio (Etapa 6). c, conectivo; cm, capa media; cmi, célula madre de la microspora; cv, célula vegetativa; en,
endotecio; ep, epidermis; g, grano de polen; m, microsporangio; t, tapete.
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Fig. 11. Desarrollo del androceo en las flores funcionalmente femeninas de E. polyacanthus A. Corte transversal de
la antera en etapa de célula madre de la microspora, se observan cuatro microsporangios (etapa tres). B. Acercamiento
de un microsporangio en el que se observan cuatro capas de antera epidermis, endotecio, capa media, el tapete
colapsado y células madres de las microsporas. C. Corte transversal de la antera, los microsporangios se encuentran
completamente colapsados (Etapa 5) D. Acercamiento al microsporangio, se observan colapsadas tanto las células de
la pared de la antera como las células madre de las microsporas y el tapete, se mantiene la epidermis y el endotecio
con engrosamientos (Etapa 5). E. panoramica de las anteras en etapa de antesis. F. acercamiento a la antera, la flecha
indica el adelgazamiento en la zona de union entre el filamento y la antera. a, antera; cm, capa media; cmi, célula
madre de la microspora; en, endotecio; ep, epidermis; fi, filamento; m, microsporangio; t, tapete.

42



10um

X150 — 100pm

Fig. 12. Caracteristicas morfoldgicas del gineceo de las flores funcionalmente femeninas de E. polyacanthus A. Vista
panoramica del estigma. B. Acercamiento a las papilas estigmaticas, en el recuadro se muestra un grano de polen adherido
a las papilas C. Corte transversal de lébulos estigmaticos, se observan las papilas, el tejido de transmision y el haz
vascular. D. Fotomicrografia del estilo y canal estilar. E. Corte transversal de un estilo, en el centro se observa el canal
estilar, la epidermis interna con taninos; el tejido de transmision, cértex y epidermis externa con taninos. ce, canal estilar;
g, grano de polen; h, haz vascular; lo, I6bulo estigmatico; p, papilas; stl, estilo; tt, tejido de transmision.
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Lamina 13. Desarrollo de los 6vulos de las flores funcionalmente femeninas de Echinocereus polyacanthus A. Se
observan tres primordios ovulares en la cavidad del ovario (Etapa 1). B. Ovulo en etapa de célula madre de la megaspora
(Etapa 3). C. Corte transversal de un ovario, se observan numerosos dvulos. D. Fotomicrografia panordmica del ovario. E.
Acercamiento a los 6vulos. F. Acercamiento a los funiculos se observan numerosos tricomas en su epidermis ventral
(puntas de flecha) en el recuadro se muestra un acercamiento a los tricomas; en esta &rea se observaron algunos tubos
polinicos (flecha). cme, célula madre de la megaspora; f, funiculo; o, évulo; pl, placenta; po, primordio ovular; te,
tegumento externo; ti, tegumento interno.
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Lamina 14. Caracteristicas morfologicas del gineceo de las flores funcionalmente masculinas de E. polyacanthus A.
Vista panoramica del estigma, en el recuadro se observa el corte transversal de un l6bulo estigmatico. B. Acercamiento a
las papilas estigméticas, en el recuadro se muestran granos de polen encontrados en las papilas. C. Corte transversal de un
estilo, en el centro se observa el canal estilar, las papilas que lo forman, el tejido de transmisidn, haces vasculares, células
del cortex y la epidermis externa. D. Fotomicrografia del estilo y canal estilar. ce, canal estilar; ep, epidermis; g, grano de
polen; h, haz vascular; lo, I6bulo estigmético; p, papilas; stl, estilo; tt, tejido de transmision.
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Fig. 15. Desarrollo de los 6vulos de las flores funcionalmente masculinas de Echinocereus polyacanthus A. Ovulo
anatropo con células del saco embrionario (Etapa 6). B. Corte transversal de un ovario, se observan numerosos 6vulos.
C. Panoramica del ovario, se observan los 6vulos arreglados en racimos. D. Acercamiento a los funiculos donde se
observan tricomas en su cara interna (puntas de flecha) en el recuadro se muestra un acercamiento a los tricomas. cse,
células del saco embrionario, f, funiculo o, 6vulo pl, placenta.
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TRAYECTORIA Y CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS POR EL
PISTILO
Con el objetivo de conocer si los estilos de ambos morfos florales de Echinocereus

coccineus y E. polyacanthus son funcionales y permiten el crecimiento de los tubos polinicos, se
analizo el crecimiento de tubos polinicos en los estilos. Los estigmas de flores masculinas y
femeninas en etapas de post-antesis fueron polinizados manualmente con polen proveniente de

otras flores masculinas.

Echinocereus coccineus

En los estigmas tanto de las flores femeninas como masculinas se observaron granos de
polen germinando (Fig. 16A, B). En los estilos de ambos morfos se observaron numerosos tubos
polinicos, sin embargo existe diferencia en el patron de crecimiento entre ellos, ya que los tubos
polinicos se encontraron creciendo siempre en mayor ndmero en los estilos de las flores
funcionalmente femeninas (Fig. 16C, D). Esto no impidi6é que se llevara a cabo la fecundacion, ya
que en ovarios de flores masculinas se observaron semillas en desarrollo, conteniendo cigotos

aparentemente normales (Fig. 16E).

Echinocereus polyacanthus

Al igual que en E. coccineus, se observaron granos de polen germinando en estigmas tanto
de las flores femeninas como masculinas (Fig. 16A, B), sin embargo, se determind que los estilos
de las flores masculinas no son funcionales ya que no se observaron tubos polinicos creciendo en
la parte basal del estilo (Fig, 16C, D) por lo que en estas flores no se lleva a cabo la fecundacion.
Por el contrario, en dvulos de flores femeninas se observaron tubos polinicos rodeando los évulos

y entrando al micrépilo (Fig. 16E).
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Fig. 16. Fotografia en microscopia de fluorescencia de estigmas y estilos de flores funcionalmente masculinas y
funcionalmente femeninas de E. coccineus. A, B. Se muestran granos de polen germinando en los estigmas de flores
femeninas y masculinas respectivamente (10X, 25X). C, D. Fotografias de estilos de flores femeninas y masculinas
respectivamente, se observan numerosos tubos polinicos que crecen a través del estilo (10X). E. Se observa un dvulo de
flor masculina, donde ya se ha formado el cigoto (recuadro). El crecimiento de los tubos polinicos se evidencia mediante
la tincidn verde fluorescente de tapones de calosa que éstos dejan tras su crecimiento. g, granos de polen; h, haz vascular.
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Fig. 17. Fotografia en microscopia de fluorescencia de estigmas y estilos de flores funcionalmente masculinas y
funcionalmente femeninas de E. polyacanthus. A, B. Se muestran granos de polen germinando en los estigmas de
flores femeninas y masculinas respectivamente (25X, 10X). C, Fotografia de un estilo de flor femenina, se observan
numerosos tubos polinicos (10X). D. Fotografia de la base del estilo de flor masculina, inicamente se observan los
haces vasculares autofluorescentes y no hay tubos polinicos (10X). E. Se muestra un 6vulo rodeado por un tubo
polinico (25X). EI crecimiento de los tubos polinicos se evidencia mediante la tincidn verde fluorescente de tapones
de calosa que éstos dejan tras su crecimiento. g, granos de polen; h, haz vascular; o, 6vulo.
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ANALISIS CUANTITATIVO DE CARACTERES

Para conocer las diferencias morfoldgicas entre los dos morfos florales, se analizaron

algunos caracteres de flores en antesis, obteniendo los siguientes resultados:

Echinocereus coccineus

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la longitud de estambres y anteras,
siendo mas grandes en las flores funcionalmente masculinas. Estos dos caracteres son los que a
simple vista, nos permiten diferenciar los dos morfos florales y en este caso el tamafio esta
relacionado con la funcionalidad, asimismo las flores masculinas presentan estigmas mas largos en
comparacion con los femeninos. Se encontr6 que el nimero de I6bulos estigmaticos y namero de
6vulos es mayor en las flores funcionalmente femeninas (Tabla 2), esto, sin embargo, no afecta la

funcionalidad de los estigmas y 6vulos en los dos morfos florales (Fig.16).

Echinocereus polyacanthus

Al igual que en E. coccineus se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la
longitud de estambres y anteras, siendo mas grandes en las flores funcionalmente masculinas,
corroborando la idea de que tamafio esta relacionado con la funcionalidad. Asimismo se encontro
que la longitud del estilo es mayor en las flores funcionalmente masculinas. En el resto de los
caracteres del gineceo no se encontraron diferencias entre los morfos, lo que indica que en esta

especie la funcionalidad del gineceo no esta relacionada con el tamafio (Tabla 3).

Para conocer las diferencias morfologicas entre las dos especies se compararon los
diferentes caracteres de cada morfo floral entre especies, encontrando que las flores masculinas de
Echinocereus coccineus presentan estigmas mas grandes, mayor cantidad de anteras y ovarios mas
largos respecto a las flores masculinas de E. polyacanthus (Tabla 4). Las flores femeninas de E.
coccineus presentan anteras y estigmas mas grandes y mayor cantidad de l6bulos estigmaticos y
anteras que las flores femeninas de E. polyacanthus y las flores masculinas de ésta presentan

estilos mas largos que los de las flores femeninas de E. coccineus (Tabla 5).

50



Tabla 2. Se muestran los valores de los diferentes caracteres morfoldgicos medidos, en E. coccineus se compararon las medias de cada
uno, encontrando diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las flores funcionalmente masculinas y funcionalmente
femeninas entre la longitud de estambres, el tamafio de las anteras, la longitud del estilo y el nimero de 6vulos y I6bulos estigmaticos.

Longitud Longitud Longitud | Longitud de Iétgleos Longitud Ancho
estambres anteras de estilo estigma del # de anteras # de dvulos de ovario de
(mm) (mm) (mm) (mm) estigma (mm) ovario
(mm)
MASCULINO 25.55+4.7 1.89+0.3 | 30.67+3.6 | 5.43+0.8 8.33+1 | 532.67+164.8 | 694.67+100.5 | 9.17+1.9 |6.02+1.7
FEMENINO 13.89+0.6 | 0.95+0.04 | 22.49+1.5| 5.86+0.3 |9.67+0.5| 435.50+74.9 | 1158.50£326.1| 7.65+1 |5.97+£1.7
VALORP 0.001 0.000 0.000 0.258 0.017 0.218 0.008 0.119 0.958
n 6 6 6 6 6 6 6 6 6
DIFERENCIAS Sl Sl Sl NO Sl NO Sl NO NO

Tabla 3. Se muestran los valores de los diferentes caracteres morfoldgicos medidos, en E. polyacanthus se compararon las medias de
cada uno, encontrando diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las flores funcionalmente masculinas y funcionalmente
femeninas Unicamente entre la longitud de estambres, el tamafio de las anteras y la longitud del estilo.

Longitud Longitud | Longitud | Longitud Iétgleos # de Longitud Ancho de
estambres anteras de estilo | de estigma del anteras #de 6vulos | de ovario ovario
(mm) (mm) (mm) (mm) estigma (mm) (mm)
MASCULINO 22.946+£2.5 | 1.98+0.2 |28.663+3.3| 3.584+0.7 | 7.6+£0.8 |247.4+46.5|772.6£260.6 | 6.759+2.2 | 5.113+1.1
FEMENINO 16.467+3 0.878+0.3 | 24.814+2.3 | 4.137+0.7 | 7.5£1.4 |246.3+48.7|957.2+219.8 | 6.898+1.6 | 5.206+1
VALORP 0.00005 0.00000 0.00760 0.0960 0.8513 0.9594 0.1041 0.8739 0.8472
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10
DIFERENCIAS SI SI SI NO NO NO NO NO NO

Tabla 4. Se muestran los valores de los diferentes caracteres morfolégicos medidos, en las flores masculinas de E. coccineus y E.

polyacanthus se compararon las medias de cada uno, encontrando diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las flores
Gnicamente en la longitud del estigma y del ovario y el nimero de anteras.

FLORES Longitud Longitud Longitud | Longitud de Ic’:z)gleos Longitud Ancho de
MASCUL INAS estambres anteras de estilo estigma del # de anteras # de 6vulos de ovario ovario
(mm) (mm) (mm) (mm) estigma (mm) (mm)
E. coccineus | 25.552+4.7 | 1.885+0.3 |30.673+3.6| 5.427+0.8 | 8.333+1 | 532.667+164.8 | 694.667+100.5| 9.167+2 | 6.023+1.7
E. polyacanthus | 22.946+2.5 | 1.98+0.2 |28.663+3.3| 3.584+0.7 | 7.6+0.8 247.4+46.5 772.6+260.6 |6.759+2.2 | 5.11+1.1
VALOR P 0.162 0.501 0.273 0.000 0.143 0.000 0.499 0.046 0.217
n 16 16 16 16 16 16 16 16 16
DIFERENCIAS NO NO NO Sl NO Sl NO Sl NO

Tabla 5. Se muestran los valores de los diferentes caracteres morfolégicos medidos, en las flores femeninas de E. coccineus y E.
polyacanthus se compararon las medias de cada uno, encontrando diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las flores
Gnicamente en la longitud de anteras, estilo, estigma y nimero de I8bulos estigmaticos y anteras.

FLORES Longitud Longitud Longitud | Longitud de |OTJS|EOS Longitud Ancho de
FEMENINAS estambres anteras de estilo estigma del # de anteras # de 6vulos de ovario ovario
(mm) (mm) (mm) (mm) estigma (mm) (mm)
E. coccineus 13.892+0.6 | 0.952+0.04 | 22.485+1.5| 5.857+0.3 |9.667+0.5| 435.500+75 | 1158.500+326| 7.648+1 | 5.970+1.7
E. polyacanthus | 16.467+3 | 0.878+0.3 | 24.814+2.3| 4.1370.7 7.5+1.4 | 246.3+48.7 957.2+220 6.898+1.6 | 5.206+1
VALOR P 0.060 0.000 0.045 0.000 0.003 0.000 0.160 0.317 0.273
n 16 16 16 16 16 16 16 16 16
DIFERENCIAS NO Sl Sl Sl Sl SI NO NO NO
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DETECCION DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Mediante la técnica (tincién) de TUNEL se buscO determinar si existen evidencias de
MCP, es decir nucleos con DNA fragmentado, en el gineceo y androceo de las flores
funcionalmente femeninas y funcionalmente masculinas. Se observaron los nucleos de las células
de estigmas, estilos, ovarios, évulos y anteras. Las muestras se contrastaron con DAPI, el cual tifie
los nucleos. Comparando las dos tinciones, se pudieron obtener los resultados que se describen a

continuacion.

Controles de la prueba de TUNEL

Para el control positivo, previamente a la reaccion de TUNEL se agregdé DNasa al corte de
tejido, la cual fragmenta el DNA y nos da una referencia de lo que se quiere observar, es decir,
nacleos con la tincion doble (Fig. 18). Al control negativo no se le agrego la enzima TdT
(Terminal deoxinucleotidil-transferasa), que es la encargada de unir los nucledtidos y el

fluorocromo a los nucleos, por lo que no se observa la fluorescencia en los nacleos (Fig. 19).

Echinocereus coccineus

Flores funcionalmente masculinas.

Gineceo. En flores cerca de la antesis se observaron nacleos con DNA fragmentado en estigmas y
estilos, en las células del tejido de transmision adyacentes a las papilas de los lI6bulos estigmaticos
y a las papilas del canal estilar respectivamente. Igualmente en algunas de las células del cortex
(Fig. 20), sin embargo, no se observaron evidencias de MCP en ovario y 6vulos, ni en los sacos
embrionarios (Fig. 21).

Androceo. En las anteras de estas flores, no se observan evidencias de MCP, so6lo hasta la etapa de
en etapa de microsporas libres. Se observaron células con caracteristicas de MCP en el tapete, lo

que en esa etapa es parte del desarrollo normal de los granos de polen (Fig. 22).
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Flores funcionalmente femeninas.

Gineceo. En etapa temprana las células de los estilos de estas flores, no se observan evidencias de
MCP ni en el tejido de transmision ni en las células del cortex. A medida que progresa la
maduracion y se acerca la antesis hay evidencias de MCP en algunos tejidos del estilo (Fig. 23),
aunque en el estigma y ovario, no se observaron evidencias de MCP. (Fig. 24).

Androceo. En las anteras de las flores funcionalmente femeninas se observaron evidencias de
MCP a partir de la etapa de cmmi, tanto en las células del tapete, como en las cmmi’s. En las
anteras de flores en antesis, se observan gran cantidad de nucleos con DNA fragmentado en todas
las capas de la antera y en el interior del microsporangio, lo que puede ocasionar que ésta colapse

en etapas posteriores. (Fig. 25).

Echinocereus polyacanthus

Flores funcionalmente masculinas

Gineceo. En flores cerca de la antesis , se encontraron evidencias de MCP en las células del tejido
de transmision del estilo, éstas son adyacentes a las papilas del canal estilar, que son
autofluorescentes. También se observan nicleos con DNA fragmentado en algunas células del
cortex (Fig. 26). Los ovarios de las flores funcionalmente masculinas en las etapas tempranas y
avanzadas de desarrollo presentaron evidencias de MCP en los Ovulos, tanto en el tejido del
funiculo como en la nucela. (Fig. 27).

Androceo. Se observaron evidencias de MCP en las anteras maduras, en algunas células de la
epidermis y en los restos del tapete, en esta etapa se observan granos de polen jovenes que son

autofluorescentes (Fig. 27).

Flores funcionalmente femeninas

Gineceo. En el estilo hay evidencias de MCP, en etapas maduras. Mientras que en el estigma y
ovario, no se observaron evidencias de MCP (Fig. 29).

Androceo. En estas flores, en etapa de célula madre de la microspora (cmmi) se observaron
evidencias de MCP en la antera, en las células del tapete, lo que no es normal en esta etapa de
desarrollo y lo que podria estar ocasionando que la antera se colapse en etapas posteriores.

Asimismo, se observd MCP en las cmmi y en las capas exteriores de la antera (Fig. 28).
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CONTROLES Tincién de DAPI Tincion de TUNEL Im&genes sobrepuestas

Control positivo
(40X)

Control positivo
(100X)

Fig. 18. Control Positivo. A este tejido se le agrega DNasa, por lo que en la tincién de TUNEL se observan nucleos fluorescentes. La tincion
de DAPI (azul) evidencia los nucleos. En las imagenes sobrepuestas se observan nicleos con DNA fragmentado.
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CONTROLES

Tincién de DAPI

Tincién de TUNEL

Imagenes sobrepuestas

Control negativo

Fig. 19. Control Negativo. A este tejido no se le agrega la enzima TDT por lo que en la tincion de TUNEL no se observan nucleos
fluorescentes. La tincion de DAPI (azul) evidencia los nacleos. En las imagenes sobrepuestas no se observan nicleos con DNA fragmentado
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Flores funcionalmente

masculinas

Tincién de DAPI

Tincion de TUNEL

Imagenes sobrepuestas

ESTIGMA

ESTILO

Fig. 20. Estigmas y estilos de flores funcionalmente masculinas de Echinocereus coccineus (etapa siete). El recuadro indica el sitio del estilo que se observa en las
pruebas. En estos tejidos se observan nucleos fluorescentes con la tincién de TUNEL (verde) en las células del tejido de transmisién, la tincion de DAPI (azul)
corresponde a los nlcleos. En las imagenes sobrepuestas las flechas indican los ntcleos con tincién doble, es decir DNA fragmentado.
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Flores Funcionalmente

masculinas

Tincién de DAPI

Tincion de TUNEL

Imagenes sobrepuestas

Fig. 21. Ovarios y 6vulos de flores funcionalmente masculinas de E. coccineus (etapas siete y ocho). El recuadro indica el sitio del ovario que se observa en las
pruebas. En este tejido no se observa en los nucleos la fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nlcleos del tejido.
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Flores Funcionalmente Tincién de DAPI Tincion de TUNEL Im&genes sobrepuestas

Masculinas

ANTERAS

Fig. 22. Anteras de flores funcionalmente masculinas de E. coccineus (etapa seis). En este tejido se observan nucleos fluorescentes con la tincion de TUNEL (verde) en las
células del tapete, la tincién de DAPI (azul) corresponde a los nucleos. En las imagenes sobrepuestas las flechas indican los nicleos con tincion doble, es decir DNA
fragmentado.
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Flores Funcionalmente Tincién de DAPI Tincion de TUNEL Im&genes sobrepuestas

femeninas

ESTILO

ESTILO

Fig. 23. Estilos de flores funcionalmente femeninas de E. coccineus. El recuadro indica el sitio del estilo que se observa en las pruebas. En estilos en etapas jovenes
(arriba) no se observan nucleos con la tincion de TUNEL (verde), sélo se observan en el tejido de transmision de estilos maduros (abajo) (flechas). Se observan haces
vasculares autofluorescentes, la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nucleos del tejido. En las imagenes sobrepuestas se observan nucleos con tincion doble.
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Flores Funcionalmente Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Im&genes sobrepuestas

femeninas

OVARIO

Fig. 24. Ovarios y 6vulos de flores funcionalmente femeninas de E. coccineus. En este tejido se observa en algunos de los nicleos la fluorescencia con la tincién de
TUNEL (verde), latincién de DAPI (azul) corresponde a los nicleos del tejido. En las imagenes sobrepuestas las flechas indican los nlcleos con tincién doble, es decir
DNA fragmentado.



Flores Funcionalmente Tincién de DAPI Tincion de TUNEL Im&genes sobrepuestas

Femeninas

ANTERAS

ANTERAS

Lamina 25. Anteras de flores funcionalmente femeninas de E. coccineus. Durante la etapa tres (arriba) en el tapete, la célula madre de la microspora y en todas las capas de la
antera se observan nicleos fluorescentes con la tincidon de TUNEL (verde). Para la etapa seis (abajo), la antera se encuentra totalmente colapsada y todas sus células presentan
nucleos con DNA fragmentado (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nlcleos. En las imégenes sobrepuestas las flechas indican los nicleos con tincion dg{e,

es decir DNA fragmentado.



Flores Funcionalmente

masculinas

Tincién de DAPI

Tincion de TUNEL

Imagenes sobrepuestas

ESTILO

ESTILO
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Lamina 26. Cortes de estilos de flores funcionalmente masculinas de E. polyacanthus (etapa siete). En el tejido de transmision se observa en los nucleos la
fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde), la tincién de DAPI (azul) corresponde a los nucleos del tejido. En las im&genes sobrepuestas las flechas indican los
nucleos con tincidn doble, es decir con DNA fragmentado en el tejido de transmision. 2
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Flores Funcionalmente

Masculinas

Tincién de DAPI

Tincion de TUNEL

Imagenes sobrepuestas

ANTERA

Fig. 26. Ovulo y microsporangio de flores funcionalmente masculinas de E. polyacanthus. En las células del funiculo y la nucela (arriba) y en la epidermis y los restos del

tapete (abajo), se observan ndcleos fluorescentes con la tincion de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a

flechas indican los ndcleos con tincién doble.

los nicleos. En las imagenes sobrepuestaééas



Flores funcionalmente

femeninas

Tincién de DAPI

Tincion de TUNEL

Imagenes sobrepuestas

ANTERA

Fig. 28. Anteras de flores funcionalmente femeninas de E. polyacanthus (etapa tres). En las células del tapete, las células madre de las microsporas y las capas de la
antera se observan nucleos fluorescentes con la tincion de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nicleos. En las imagenes sobrepuestas las

flechas indican los ndcleos con tincion doble, es decir DNA fragmentado en las capas de la antera y el tapete.
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Flores funcionalmente

femeninas

Tincién de DAPI

Tincion de TUNEL

Imagenes sobrepuestas

ESTIGMA

Fig. 29. Estigma y ovario de flores funcionalmente femeninas de E. polyacanthus (Etapa siete). En estos tejidos no se observan nucleos fluorescentes con la tincion de

TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los ndcleos.
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DISCUSION

Echinocereus coccineus y E. polyacanthus son cactdceas hermanas que se
distribuyen en los matorrales del norte de México, presentan tallos pequefios, solitarios o
ramificados, con flores tubulares de color rosa, naranjas a rojas. Las flores son dimorficas,
es decir que presentan dos morfos sexuales, masculino y femenino (Hoffman, 1992;
Anderson, 2001; Sanchez, 2010).

Proporcion de morfos florales

En la presente investigacion y para ambas especies, se reconocio la presencia de dos
morfos florales. EI morfo funcionalmente masculino en el que las flores son estaminadas,
es decir presentan androceo funcional pero no producen fruto. El funcionalmente femenino,
en el que las flores son pistiladas, es decir, presentan gineceo funcional y producen
semillas, pero el androceo es estéril. Asimismo, se determind que la proporcion de estos
morfos en las poblaciones estudiadas es similar. Estas mismas proporciones son reportadas
para poblaciones de Echinocereus coccineus en Nuevo México, E.U.A (Hoffman, 1992) y
para poblaciones de E. yavapaiensis en Arizona, E.U.A. (Baker, 2006). Para poblaciones de
Consolea spinossisima en Jamaica, se reporta una mayor incidencia de individuos

masculinos (Strittmatter et al. 2002).

Esterilidad masculina

Se encontrd para ambas especies que en las flores funcionalmente femeninas, el
androceo es estéril, el tamafio de los estambres se encuentra reducido, y el largo de las
anteras es significativamente menor que el observado en las flores masculinas y éstas son
de color amarillo claro. El desarrollo del grano de polen se detiene en etapa pre-meiotica,
las células madres de las microsporas no contindan su desarrollo y las células del tapete se
observan atrofiadas.

Esto también ocurre en otras especies de cactaceas que presentan unisexualidad,
como Opuntia stenopetala, Consolea spinossisima, C. millspaughii, C. moniliformis, C.
nashii C. picardeae, C. rubescens y en Echinocereus yavapaiensis. En estas especies la

aborcion del androceo en las flores femeninas sucede en etapa de cmmi (Orozco, 2002;
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Strittmatter, 2002; Flores, 2005; Baker, 2006; Strittmatter et al. 2006). En O. robusta la
aborcion sucede después de la meiosis cuando ya estan formadas las tétradas de
microsporas, en estas flores el androceo también esté reducido en comparacion con el de las
flores masculinas (Silva, 2007; Alfaro 2008). En todas estas especies, excepto en E.
yavapaiensis se ha demostrado que las células del tapete colapsan y se atrofian en etapas
tempranas al igual que en E. coccineus y en E. polyacanthus.

De acuerdo con Papini et al. (1999) en las angiospermas las células del tapete
atraviesan un proceso de muerte celular programada (MCP) en el que se condensa la
cromatina y se desplaza a la periferia del nicleo, las células pierden las paredes celulares y
plamodesmos, finalmente las células se colapsan. Este proceso es caracteristico de los
tapetes secretores y es crucial para la liberacion de nutrientes para el desarrollo correcto de
las microsporas. Varnier et al. 2005, plantean un modelo en el que la MCP se extiende
radialmente, desde el tapete hacia el resto de las capas exteriores de la antera para facilitar
la dehiscencia y una alteracion en este patron puede conducir a la esterilidad masculina.

En el androceo de las flores masculinas de E. coccineus, se observaron evidencias
de MCP en las células del tapete en etapa de microsporas, lo cual también ocurre en otras
especies estudiadas de Cactaceae (Flores, 2005; Alfaro, 2008). Para las flores masculinas
de E. polyacanthus se observaron evidencias de MCP en las células de la epidermis de la
antera en etapa de grano de polen. Ambos procesos como parte del desarrollo normal de la
antera para la maduracion apropiada de los granos de polen.

Asi, las anteras de las flores funcionalmente masculinas de ambas especies tienen
un tapete secretor funcional tanto en la etapa premeidtica y posmeidtica, producen una gran
cantidad de granos de polen y éstos son los que le dan su coloracién rosa en la antesis.

En las flores funcionalmente femeninas de E. coccineus y en E. polyacanthus las
células del tapete se observan atrofiadas tempranamente en el desarrollo, mostrando
evidencias de MCP, lo que podria ocasionar la muerte de las células madres de las
microsporas; ademas las capas de la antera completa se colapsan en etapas posteriores. Las
evidencias de MCP en las capas de la pared de la antera, el tapete y cmmi’s también fueron
observadas en las flores femeninas de Opuntia stenopetala (Flores, 2005), Consolea
spinossisima, C. millspaughii, C. moniliformis, C. nashii C. picardeae, C. rubescens
(Strittmatter, et al. 2006) y Opuntia robusta (Alfaro, 2008).
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De acuerdo a esto, la MCP esta implicada en el desarrollo de los granos de polen en
las flores masculinas de las especies estudiadas y esta involucrada en el aborto del androceo
de las flores femeninas, aun si hay diferencias en cuanto a la etapa del desarrollo en la cual
ese evento sucede. Asi, el adelanto en el patron de MCP en las capas de la antera es el
proceso que conduce a la esterilidad masculina en las especies unisexuales de Cactaceae.

Esterilidad femenina

Las flores masculinas de E. coccineus y E. polyacanthus producen numerosos
granos de polen y tienen el gineceo normalmente desarrollado, ya que presentan estigma,
estilo y numerosos évulos maduros, por lo que de acuerdo con Sanchez (2010) estas
especies presentan un sistema de reproduccion ginodioico. Con las observaciones en el
campo Yy después de realizar polinizaciones manuales, en el presente estudio se determind
que estas flores no producen fruto, por lo que no cumplen con la funcion femenina. Lo
anterior llevo a determinar finalmente que su sistema de reproduccion es funcionalmente
dioico. Esto concuerda con lo encontrado por Hoffman, (1992) para poblaciones de E.
coccineus en el suroeste de Estados Unidos, en las que reporta la presencia de restos de
flores de afios anteriores aparentemente sin fecundar Unicamente en los tallos de plantas
masculinas y que en las plantas femeninas el perianto se mantiene en los frutos.

Generalmente en las especies de angiospermas con estilos huecos, los tubos
polinicos crecen a través de las células del canal estilar (células de la epidermis interna del
estilo) o bien sobre el propio canal estilar lleno de secrecion nutritiva para que los tubos
polinicos puedan crecer y alcanzar los évulos (Raghavan, 1997).

Tanto en E. coccineus y E. polyacanthus el canal estilar en ambos morfos florales
estd formado por células papiladas de la epidermis interna de los carpelos que se fusionan.
Estas células contienen taninos, el canal carece de secrecidn, por lo que en este caso no
consideramos que estas especies presenten estilos huecos tipicos (funcionales), ya que el
tejido de transmision estad formado por células mas internas a la epidermis del canal.
Asimismo se detectaron tubos polinicos creciendo en el tejido de transmision, lo cual
sugiere que las células del canal estilar no forman parte del tejido de transmisidn en estas

especies, porque no es la zona por la cual crecen los tubos polinicos. Esto mismo fue
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observado por Hernandez (2008) en O. robusta y en Consolea spinossisima por
Strittmatter et al. (2002) y quienes denominan a este tipo de estilo como semisdlido.

La presencia de taninos en el canal estilar pudiera estar relacionada con la
herviboria, ya que estos compuestos de acuerdo con Zucker (1983) tienen un papel como
mecanismo de defensa contra la herviboria y el parasitismo en las plantas, ya que afectan el
sabor de los tejidos y los procesos digestivos de los parasitos, asimismo favorecen el retraso
en la descomposicién del tejido vegetal. Probablemente las células papiladas de la
epidermis interna del canal estilar forman una barrera de proteccién contra los parasitos o
herbivoros para asegurar el desarrollo de los 6vulos, ya que de acuerdo a Shykoff et al.
(1996) algunos patogenos usan el estigma y el canal estilar como punto de entrada a la flor.

Las flores masculinas de E. coccineus y E. polyacanthus difieren de algunas otras
flores masculinas reportadas para la familia por tener el gineceo bien desarrollado, es decir
estigmas y estilos funcionales y en el ovario gran cantidad de évulos. Por ejemplo en las
flores masculinas de O. robusta, O. stenopetala, Echinocereus yavapaiensis, Consolea
spinossisima, Pereskia portulacifolia y Pachycereus pringlei, el gineceo esté reducido,
carece de estigma (en el caso de O. stenopetala) o éste es reducido (como en O. robusta y
P. portulacifolia) y generalmente no presentan évulos o no alcanzan un desarrollo completo
(Leuenberger, 1986; Fleming et al., 1994; Orozco, 2002; Strittmatter et al., 2002; Baker,
2006; Silva, 2007; Camacho, 2009). Al igual que en las flores masculinas de E. coccineus y
E. polyacanthus, los l6bulos estigméaticos de C. spinossisima permanecen cerrados
(Strittmatter, et al.2002).

En la presente investigacion, las flores masculinas de E. coccineus analizadas,
presentaron tubos polinicos creciendo a través del estilo hasta el ovario, incluso se observo
la presencia del cigoto en algunos 6vulos, los cuales no presentaron evidencias de MCP.
Sin embargo no se formaron frutos, por lo que se desconoce la etapa en la que el desarrollo
de éstos se detiene. Proponemos dos posibles explicaciones al respecto, primeramente que
dado que hay oOvulos formados normalmente y tanto el estigma como el estilo son
funcionales, la aborcion ocurra después de la fecundacion, ya que no se observé el
desarrollo de frutos en ninguna de las flores polinizadas ni en aquellas observadas en

campo. La segunda explicacion es que no puede descartarse que la poblacion sea subdioica,
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es decir que ademas de los individuos femeninos y masculinos se presenten algunos
individuos hermafroditas en menor proporcidn, y que hayan sido los que se observaron.

En las flores masculinas de E. polyacanthus a diferencia de E. coccineus, no se
observaron tubos polinicos en la base del estilo ni en el ovario, el crecimiento de los tubos
polinicos a través del estilo que pone en evidencia la funcionalidad del estigma y estilo
también fue detectado en las flores masculinas polinizadas de O. robusta, Consolea
spinossisima y Mussaenda pubescens, donde tampoco se forman frutos (Strittmatter, et al.,
2002; Hernandez, 2008; Li, et al., 2010).

En ambas especies se observaron menor cantidad de tubos polinicos creciendo en
los estilos de las flores masculinas, esto debido a que el tejido de transmision en estas flores
se encuentra reducido. Asimismo, la interrupcion del crecimiento de los tubos polinicos en
E. polyacanthus puede deberse a un sistema de autoincompatibilidad, mecanismo que pudo
haber sido desarrollado para evitar la autopolinizacion (Li, et al. 2010).

La presencia del gineceo bien desarrollado y parcialmente funcional en las flores
masculinas, asi como la posible presencia de individuos hermafroditas en las poblaciones
puede indicar que estas especies se encuentran en una etapa evolutiva temprana desde el
hermafroditismo hacia el dioicismo, en la que aun no se ha eliminado del todo la funcion
femenina. Esto sugiere que la ruta de evolucion que siguen estas especies es a traves del
ginodioicismo, lo cual implica la acumulacion sucesiva de varias mutaciones, que causen
en algunos individuos esterilidad masculina y en otros esterilidad femenina. Posiblemente
algunas mutaciones generen individuos femeninos, resultando en poblaciones ginodioicas.
Otras mutaciones pueden inducir esterilidad femenina en los individuos hermafroditas,
generando individuos masculinos y el resultando en una poblacion dioica. El tiempo entre
una mutacién y otra puede variar, generando poblaciones trioicas y subdioicas
(Charlesworth & Charlesworth, 1978).

En las flores femeninas de E. polyacanthus se observaron tricomas en los funiculos
de los 6vulos, aungue menos abundantes y de menor longitud respecto a los observados en
los funiculos de las flores masculinas, Almeida et al. (2010) mencionan que en los
funiculos de algunas especies de cactaceas bisexuales, los tricomas sirven de obturadores
durante la fecundacion, por lo cual consideramos que la diferencia encontrada entre el

obturador de las flores masculinas y femeninas de las especies estudiadas puede influir en
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la funcionalidad de este tejido y que sea otro impedimento mas para que los tubos polinicos
lleguen a tiempo a alcanzar y fecundar a los dvulos, aunque éstos estén bien desarrollados .

Para ambos morfos florales de E. coccineus y E. polyacanthus se observaron
evidencias de MCP en algunas células del tejido de transmision del estilo en etapas
cercanas a la antesis, lo que de acuerdo con Wu y Cheung (2000) sucede generalmente en
el tejido de transmisién (TT) antes de la polinizacidon, ya que se requiere que las células del
TT degeneren y liberan materiales celulares para ayudar al proceso de polinizacién en la
superficie estigmatica y al crecimiento del tubo polinico a través del estilo.

Asimismo se encontraron evidencias de MCP en el ovario y 6vulos de las flores
masculinas, atribuyéndose a este evento la causa principal de que no se desarrollen los
frutos, esto concuerda con lo observado en flores masculinas de Opuntia stenopetala y
Opuntia robusta, donde la MCP actia como un mecanismo que lleva a la atrofia del
verticilo sexual femenino en estas especies con flores unisexuales (Vazquez-Santana et al.,
2007; Hernandez, 2008).

A pesar de que en ambas especies estudiadas las flores masculinas presentan el
gineceo bien desarrollado, la esterilidad femenina se manifiesta en la falta de produccion de
semillas y frutos. Para E. coccineus no se observaron evidencias suficientes que determinen
los mecanismos que conducen a la esterilidad femenina, sin embargo proponemos que sea
una barrera postcigotica puesto que la aborcion ocurre después de la formacion del cigoto.
Para E. polyacanthus la aborcion es precigética ya que los tubos polinicos no llegan al
ovario. Se encontré que la reduccion en el tejido de transmision y en el tamafio de los
tricomas en los funiculos de los 6vulos y las evidencias de MCP en ovario y 6vulos son los

mecanismos que conducen a la esterilidad femenina en esta especie.

Anélisis cuantitativo

De acuerdo con Aisworth (2000), uno de los modelos de evolucion de las
poblaciones dioicas es el modelo de asignacién de recursos: En las plantas hermafroditas, la
produccién de polen y de dvulos puede limitarse mutuamente, por lo que la separacién
espacial de los sexos ocasiona una eficiente distribucion de los recursos, asi los individuos
unisexuales asignardn mas recursos a las funciones masculinas o femeninas que los

hermafroditas.

71



Para E. coccineus el analisis cuantitativo de caracteres reveld que existen
diferencias en cuanto a la asignacién de recursos entre las flores masculinas y femeninas, al
observar anteras y estambres méas largos en las flores masculinas y mayor nimero de
I6bulos estigmaticos y Owvulos en las flores femeninas. Respecto a los caracteres
cuantitativos, para E. polyacanthus, la longitud de los estambres y el largo de las anteras de
las flores masculinas es significativamente mayor que el observado en las flores femeninas.
En los caracteres del gineceo no se observaron diferencias, lo que indica que en esta especie
el tamafio de las estructuras del gineceo no esté correlacionado con la funcionalidad.

Las diferencias morfoldgicas del androceo y gineceo (para E. coccineus) entre los
morfos, manifiestan una mayor eficiencia en la distribucion de recursos en la funcién
masculina y femenina.

Los estilos de las flores masculinas de ambas especies son mas largos en relacion
con los de las flores femeninas. Esto coincide con lo encontrado por Hoffman (1992) en
poblaciones dioicas de E. coccineus de Nuevo México. Una interpretacion a este hecho
puede ser que posiblemente el ancestro hermafrodita, antes de perder la funcién femenina

desarrollé estilos méas largos para evitar la autopolinizacion.

Consideraciones finales

Se ha corroborado que en casi todas las especies dioicas que se han descrito para la
familia Cactaceae, el desarrollo floral inicia como bisexual, pero en etapas posteriores uno
de los verticilos sexuales se atrofia y detiene su crecimiento, es decir que se atrofia el
androceo en las flores femeninas y el gineceo en las flores masculinas, resultando en la
funcionalidad de s6lo uno de ellos y en la presencia vestigial del otro. Esta condicion se
reporta para Opuntia robusta (Del Castillo, 1986; Hernandez, 2008; Silva, 2007),
Pereskia portulacifolia (Leuenberger, 1986; Camacho, 2009), P. marcanoi (Areces-
Mallea, 1992), Echinocereus coccineus (Hoffman, 1992), Pachycereus pringlei (Fleming
et al., 1994), O. sanfelipensis (Rebman, 1998), Consolea rubescens (Strittmatter y Negron-
Ortiz, 2000), O. quitensis (Anderson, 2001), O. stenopetala (Orozco, 2002; Flores, 2005;
Alfaro, 2008), C. spinossisima (Strittmatter et al., 2002), O. quimilo (Diaz y Cocucci
2003), C. corallicola (Negrén-Ortiz y Strittmatter, 2004), E. yavapaiensis (Baker 2006),
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C. millspaughii, C. moniliformis, C. nashii y C. picardeae ( Strittmatter, et al, 2006) y
Mamillaria dioica (Sanchez, 2007).

En la familia Cactaceae, las especies que han sido reportadas con un sistema
reproductivo diferente del hermafrodita generalmente han sido denominadas como
funcionalmente dioicas debido a la presencia de ambos verticilos sexuales en las primeras
etapas del desarrollo y la funcionalidad de sélo uno de ellos en las flores en antesis. De
acuerdo con Strittmatter et al. (2002) y Hoffman (1992) lo anterior sugiere que los
ancestros de estas especies tenian un sistema reproductivo hermafrodita y que la ruta de
evolucion se llevo a cabo por la atrofia de uno de los verticilos sexuales.

De acuerdo a Orozco (2002) la unisexualidad en los miembros de la familia
Cactaceae posiblemente ha surgido evolutivamente en multiples ocasiones, teniendo
diversos origenes. Esto puede ser lo que ocurre en las especies estudiadas en la presente
investigacion, las cuales a pesar de estar filogenéticamente relacionadas presentan patrones
de aborcion de las estructuras sexuales a diferentes tiempos, asi como una morfologia

diferente.
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CONCLUSIONES

En la familia Cactaceae, las flores unisexuales generalmente empiezan su desarrollo
como flores bisexuales, deteniendo el crecimiento de uno de los verticilos sexuales en
diferentes etapas, conservando estructuras remanentes del sexo opuesto, lo que podria
indicar que han evolucionado o estan evolucionando de un ancestro hermafrodita hacia el

dioicismo funcional.

Echinocereus coccineus presenta dos morfos florales, flores funcionalmente
femeninas con androceo reducido cuyas anteras empiezan a degenerar en etapa de célula
madre de la microspora, debido a un proceso de muerte celular programada en el tapete y
otras capas de la antera. El gineceo es funcional y se forma fruto. Las flores funcionalmente
masculinas tienen androceo bien desarrollado y producen numerosos granos de polen,

poseen estigmas y estilos funcionales, numerosos évulos pero no se forma el fruto.

E. polyacanthus presenta dos morfos florales, flores funcionalmente femeninas que
presentan androceo reducido, las anteras empiezan a degenerar en etapa de célula madre de
la microspora, debido a un proceso de muerte celular programada en el tapete, y otras capas
de la antera. El gineceo esta bien desarrollado y es funcional por lo que se forma el fruto.
Las flores funcionalmente masculinas poseen un androceo bien desarrollado y producen
numerosos granos de polen, estigma funcional y estilo parcialmente funcional, poseen
numerosos ovulos pero no se forma fruto, lo cual puede deberse a la funcionalidad parcial
del estilo, a la reduccion de tricomas en los funiculos y a un proceso de muerte celular

programada.

De acuerdo con los resultados de este estudio, se determiné que el sistema
reproductor tanto de E. coccineus y E. polyacanthus es funcionalmente dioico, ya que si

bien ambas flores mantienen las estructuras del sexo opuesto, éstas no son funcionales.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo revela el verdadero sistema reproductor de las poblaciones estudiadas
de Echinocereus coccineus y E. polyacanthus, asi como los mecanismos involucrados en el
desarrollo de la unisexualidad.

Sin embargo, ¢existirdn otras poblaciones de estas especies, con sistemas
reproductores diferentes?, (Cual es la etapa y el patron de aborcion del fruto en los
individuos masculinos que desarrollan cigotos? ¢Son estos individuos en realidad
masculinos? o ¢hermafroditas con esterilidad femenina parcial como los encontrados en
poblaciones subdioicas de otras especies?

Para resolver estas preguntas es necesario contar con una muestra mas
representativa de individuos, incluir més poblaciones, realizar un mayor ndmero de

polinizaciones controladas y seguir el desarrollo de los frutos y semillas.
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