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RESUMEN

El androdioicismo funcional se refiere a un sistema reproductivo que comprende dos
clases de individuos: uno en donde los recursos estan dirigidos a la funcién masculina 'y
otro en donde los recursos se asignan a ambas funciones reproductivas, la femenina y
la masculina.

Prockia krusei (Salicaceae) es una angiosperma arbdrea que presenta flores
perfectas y dimérficas en sus gineceos, algunos individuos de la poblacién, presentan
gineceos cortos con respecto al androceo, denominado como el morfo masculino, y
otros largos, donde el estigma sobresale del androceo, denominado morfo
hermafrodita. En P. krusei se ha observado que los individuos que presentan gineceos
cortos no fructifican, a diferencia de los que presentan gineceos largos que si lo hacen.
Por esta caracteristica, se plantea la hipdtesis de que la especie puede ser androdioica,
debido a que los individuos con flores de morfo masculino funcionan sélo como
donadores de polen, ya que el gineceo permanece pequeiio, probablemente por
atrofia durante del desarrollo, sin formar frutos. Los individuos donde se observan
flores con morfo hermafrodita funcionan tanto como receptores de polen,
(produciendo abundantes frutos) como donadores de polen.

En este trabajo se analizo el desarrollo del androceo en ambos morfos florales
por medio de técnicas histoldgicas y de microscopia electrdnica de barrido. Por otro
lado se indag6 la viabilidad del polen, en ambos morfos florales. Con estos métodos se
determind que el desarrollo y morfologia de las estructuras masculinas en las flores
masculinas y hermafroditas es normal, con respecto a las caracteristicas reportadas

para la familia Salicaceae, presentdndose individuos con flores hermafroditas e



individuos con flores estériles femeninas, mientras que el androceo produce polen,
por lo tanto se concluye que P. krusei presenta un sistema androdioico.

El desarrollo del androceo y de los granos de polen siguié un patréon sin
anomalias en ambos morfos. El porcentaje de viabilidad de los granos de polen fue de
93. 84% para el morfo masculino y de 90% para el morfo hermafrodita. Por lo tanto los
resultados apoyan que Prockia krusei presenta un sistema de reproduccién

androdioico.



INTRODUCCION

Los sistemas sexuales en las angiospermas estan definidos de acuerdo a la ausencia
y/o presencia del androceo y gineceo, asi como su posicidn espacial y temporal, tales
caracteristicas influyen directamente en la manera en cdmo se aparean, incluyendo su
morfologia y funcién sexual (Orozco- Arroyo y Vazquez- Santana, en prensa).

Las flores son las estructuras reproductivas que presentan mayor variabilidad
que cualquier otro érgano reproductivo de los seres vivos (Barrett, 2002).

Hasta ahora la sexualidad en las angiospermas se puede analizar a distintos
niveles. En la tabla 1, se muestra la clasificacién, sobre la sexualidad espacial en
angiospermas (Orozco- Arroyo y Vazquez- Santana, en prensa). El término monoico se
refiere a flores masculinas y femeninas en el mismo individuo y dioico a poblaciones
cuyos individuos tienen flores masculinas o femeninas separadas en distintos

individuos.

Tabla 1. Sexualidad espacial en angiospermas (Modificada de Orozco- Arroyo y Vazquez- Santana, en

prensa)

A nivel de flores A nivel de A nivel de A nivel de especies
Individuos Poblaciones

Bisexuales Hermafroditas Hermafroditas Hermafroditas

Unisexuales Femeninos Monoicos Monoicas

pistiladas

Unisexuales Masculinos Dioicos Dioicas

estaminadas

Neutras (androceo Monoicos Ginodioicos Ginodioicas

y gineceo estériles)
Ginomonoicos Androdioicos Androdioicas
Andromonoicos Trioicos Trioicas
Trimonoicos Pueden presentar

mas de un sistema
reproductivo (cada
uno en distintas
poblaciones)




Dentro de la separacidon espacial de sexos, estan por un lado las especies y poblaciones
hermafroditas y por otro las dioicas (tabla 1); desde que Darwin publicé “The different forms
of flowers of plants of the same species” (1877) se comenzaron a plantear hipdtesis
sobre la evolucién de los sistemas reproductivos hacia la dioecia, indicando a la
ginodioecia (poblaciones o especies con individuos que exhiben flores pistiladas e
individuos con flores hermafroditas (Chater, 1995)), como el paso mas comun y aunque
se sabia de la existencia al menos tedrica del androdioicismo, la falta de datos
empiricos, provocé que no se tomara en cuenta como una hipétesis en la explicaciéon
de la evolucidn al dioicismo (Pannell, 2002b).

Una de las hipdtesis mas generales que podria explicar la evolucion desde
distintos sistemas reproductivos es que la descendencia endogamica disminuye la
adecuacién, comparada con la exogdmica (Barret, 2002), y tal depresidn reproductiva
es generalmente reconocida como una de las principales fuerzas selectivas que guian
la evoluciéon de las estrategias de apareamiento en las plantas (Barret, 2002). A pesar
de los beneficios genéticos de la reproduccion cruzada, el 20% de las angiospermas son
autégamas (la mayoria de las herbaceas); (Barrett, 2002). Sistemas reproductivos
como la heterostilia, - poblaciones compuestas por dos (distilia) o tres (tristilia) morfos
florales, que difieren reciprocamente uno de otro en sus posiciones (Barrett, 2002)-
es un ejemplo de que la endogamia no es la Unica fuerza selectiva, debido a que las
especies heterostilicas presentan sistemas de incompatibilidad genética (Bawa, 1980).

La mayoria de las angiospermas presentan flores hermafroditas, es decir, sus
gametos masculinos y femeninos se producen simultdaneamente en la misma flor, y por
tal razén las oportunidades de autopolinizarse son altas. En algunas especies se han

establecido sistemas de incompatibilidad o sus estructuras reproductivas se
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encuentran espacialmente separadas (hercogamia) 6 funcionan en diferentes
momentos (dicogamia), condiciones que evitan la autopolinizacion. Cuando la
dehiscencia de la antera y dispersidn del polen ocurre antes de que los estigmas estén
receptivos, se nombra protandria, y protoginia cuando los estigmas estan receptivos
antes de la dehiscencia en la antera y dispersion del polen (Renner, 2001). Otros
sistemas reproductivos son la enantiostilia y la flexistilia. La enantiostilia presenta un
polimorfismo reciproco de sus verticilos femeninos, en donde se observa una asimetria
direccional que forma imdgenes en el espejo de las flores cercanas y la flexistilia que
combina la hercogamia reciproca y la dicogamia en cada polimorfismo estilar, presenta
poblaciones con las mismas frecuencias en los dos morfos estilares, uno con funcién
femenina por la mafiana y masculina en la tarde y otro morfo donde se revierten
temporalmente las funciones. Los estilos de las flores que dispersan polen por la
manana estan curvados hacia arriba, entonces los estigmas quedan espacialmente
separados de las anteras; por la tarde después de que la funcién masculina se
completa, los estilos se alargan hacia abajo y los estigmas quedan receptivos. Los
patrones en el crecimiento de los estilos en el morfo reciproco es al revés, los estigmas
reciben polen por la mafana y el estilo se curva hacia arriba durante la tarde,
interfiriendo con la donacién del polen y reduciendo asi la probabilidad de
autopolinizacion (Barrett, 2002).

Las poblaciones con dimorfismo en la altura de los estigmas, estd compuesta
por dos morfos florales. En el morfo L los estigmas estan posicionados por arriba del
androceo, mientras que el morfo S presenta sus estigmas por debajo del androceo, sin
que varie la altura del androceo (Barrett, 2009). Las proporciones en los morfos de las

poblaciones con dimorfismo estilar como en Narcissus no siempre son 1:1; la
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proporcién del morfo L, en esta especie es mas alta que la del morfo S e influye en la
forma de apareamiento, volviéndose asimétrico con un sesgo hacia el morfo L.

Sélo un pequefio nimero de especies con polimorfismo o dimorfismo en sus
gineceos se ha mantenido como estrategia de apareamiento (Barrett, 2002).

Prockia krusei (Salicaceae), presenta dimorfismo en sus gineceos, el morfo con
estilo corto no produce frutos, probablemente por una atrofia en sus gineceos que no
permite su desarrollo, en cambio el morfo con estilos largos produce abundantes
frutos.

Prockia krusei exhibe un sistema androdioico, es decir que en su poblacién hay
individuos con flores que funcionan como hermafroditas y otros individuos con flores
con funcién masculina. En esta investigacion se describe el desarrollo de los androceos
de Prockia krusei de las flores de ambos individuos, y se comparan sus caracteristicas
con las reportadas para Salicaceae, a la que pertenece P. krusei (APG, 2009). Debido al
alto porcentaje de viabilidad del polen, se asume que la ausencia de frutos en los
individuos con flores que funcionan como masculinas, no se debe al mal desarrollo o
inviabilidad del polen.

No se encontraron estudios embriolégicos en Salicaceae, familia a la que
pertenece P. krusei, que abordaran el tema del dioicismo que presentan varios géneros
de la familia (Judd et al., 2002) y menos aun del androdioicismo del que no se han
reportado casos. La demostracién de una especie androdioca, debido a su baja
frecuencia, abre la posibilidad del analisis sobre su estabilidad por varias vias tanto
ecoldgicas como evolutivas sin embargo, con el estudio de solo una especie no se

pueden hacer generalizaciones sobre el papel del androdioicismo en la evolucién de

~ 10 ~



los sistemas reproductivos, es por esto que se necesita mas trabajo de campo para

reunir informacién que nos permitan hipétesis mds robustas.
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ANTECEDENTES
TAXONOMIA DE SALICACEAE
Salicaceae presenta 58 géneros y 1210 especies, entre los géneros mas grandes se
encuentran, Salix con 450 especies, Casearia con 180, Homalium con 180, Xylosma con
85 (Judd et al., 2002) y Prockia con seis especies: P. costaricensis (Costa Rica), P. crucis
(Bolivia y México), P. flava (Venezuela), P. krusei (México), P. oaxacana (México) y P.
pentdmera (Ecuador y Peru); (Tropicos.org, 2013).

La familia Salicaceae presenta
una distribucién pantropical, es decir
que se extiende por los paises
tropicales y subtropicales de todo el

mundo, asi como en lugares con

I T "
temperaturas templadasy en el Figura 1. Distribucién mundial de Salicaceae
Artico y solo en una parte de Africa (Tomado de Stevens, 2008)

(figura 1; Stevens, 2008).

Las plantas de la familia Salicaceae presentan habito arbustivo 6 arbdreo. Las
Inflorescencias pueden ser indeterminadas o determinadas, a veces reducidas en
flores solitarias. Las flores son unisexuales (especies dioicas), como en Populus, Salix,
Carex, Olmediella y Macrohassltia (Richards, 1986; Judd et al., 2002); 6 bisexuales
como en Casearia y Homalium, entre otras. Entre las especies del género Prockia, P.
krusei, P. crucis y P. oaxacana, presenta flores morfolégicamente hermafroditas
radiales, a menudo reducidas, de tamano mediano, trimeras o hexameras, a veces con
hipantio. Sépalos usualmente de 3- 8, a veces 15 o ausentes, de libres a ligeramente

connados. Pétalos ausentes o en igual nimero que en el cdliz (connados en la base).
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Estambres de uno a numerosos, opuestos a los pétalos. Carpelos usualmente de 2-5, a
veces 13, connados; estilos separados o fusionados; estigmas usualmente 2- 4, mds o
menos, de capitados a expandidos e irregularmente lobados. Nectarios en un disco o
en glandulas separadas, a veces ausentes (Judd et al., 2002; Stevens, 2008).
CARACTERISTICAS EMBRIOLOGICAS DE SALICACEAE

La familia Salicaceae presenta flores con anteras extrorsas o lineares. La pared de la
antera estd compuesta de epidermis, endotecio fibroso, capas medias efimeras y
tapete glandular o secretor, con células binucleadas. En Salix se observan de una a
cuatro capas medias (Chamberlain, 1897; en Johri et al., 1992) y dos en Populus
(Nagaraj, 1952 en Johri et al., 1992).

Los granos de polen en Populus son inaperturados, no tectados, de exina
delgada y de apariencia granular. Este polen es considerado anemdfilo. En Salix son
trilobados, tricolpados o tricolporados con exina reticulada y limenes amplios en el
ecuador y mas pequenos en los polos, con una protuberancia central. Este polen es
considerado entomdéfilo. Cuando ocurre la dispersidn, del polen es bicelular (Johri et
al., 1992; Nunez y Ludlow- Wiechers, 1998; Judd et al., 2002).

Los ovarios de la familia Salicaceae, son tricarpelares, con placentacién parietal
o axial, la placenta a veces profundamente intrusiva; los dvulos son ortétropos,
crassinucelados uni- o bitégmicos, cuando presentan dos tegumentos, ambos con 2 a 5
células de grosor, (formacion de tejido parietal de 5 a 7 células de grosor). Saco
embrionario tipo Polygonum, entrada del tubo polinico porégama, micrépilo bistomal
y en zig- zag, el funiculo es corto. Ovulos de uno a numerosos en cada placenta,
endospermo tipo nuclear. En Salix, se observa una cavidad central en el endospermo

(Johri et al., 1992).
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Fruto como una cédpsula loculicida, baya o drupa; semillas a menudo ariladas o
con un penacho basal de tricomas; endospermo escaso o ausente, testa multiplicativa
y mas o menos carnosa o a veces indistinta, exotesta en empalizada. En Salix la
pequefia semilla exalbuminosa estd adaptada a la dispersién por viento (Johri et al.,
1992; Judd et al., 2002).

TAXONOMIA DE Prockia krusei ). Jiménez Ramirez & R. Cruz, sp.
El género Prockia, se caracteriza por la ausencia de corola, el cdliz (3)- 2 y ovario con 5
I6culos, la especie tipo es P. crucis (Linneo, 1759).

Cuando P. krusei fue descubierta por Jiménez- Ramirez y Cruz- Durdn (2005) se
ubicé taxondmicamente en la familia Salicaceae y el género Prockia por los sépalos
alados; sin embargo, no presenta el caracter de un ovario tri o hexalocular,
caracteristico del género, sino un ovario con un solo léculo. Tal caracteristica
concuerda con otros géneros de la familia, aunado a las placentas intrusivas (en lugar
de axiales), como en Banara, Neosprucea y Olmediella, no obstante se decidié no
incluir a P. krusei en ninguno de los tres, porque los primeros dos poseen sépalos en el
botdén floral no alados y pétalos bien desarrollados, y el ultimo tiene flores unisexuales,
con frutos capsulares, mientras que P. krusei presenta bayas y flores bisexuales. Estos
ultimos caracteres no coinciden con las caracteristicas de Hasseltiopsis,
Macrohasseltia o Pleuranthodendron, que presentan ovarios uniloculares y placentas
ligeramente intrusivas, pero el primero tiene pétalos y flores unisexuales aunque
coincide el tipo de fruto; mientras que Macrohassltia al igual que P. krusei no tiene
pétalos, pero sus flores son unisexuales y el fruto es capsular y Pleuranthodendron

presenta pétalos y capsulas en lugar de bayas (Jiménez- Ramirez y Cruz- Durdn, 2005).
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Jiménez- Ramirez y Cruz- Durdn (2005) describieron a P. krusei como una
especie arbustiva o arbdrea, de hasta 4 m de alto, con inflorescencias cimosas (un
dicasio terminal y una flor lateral; la antesis inicia en la flor terminal y la lateral basal).
Las flores son terminales o axilares de, (3.3-) 4-4.5 cm de largo, con (1-) 3-4 (-5) flores,
eje de la inflorescencia 1.2-1.6 cm de largo, pubescente, pedinculos 1-3 mm de largo.
Flores apétalas; cdliz con 3(-4) sépalos; estambres 94-112, de 3 mm de largo, nunca
exsertos; anteras ablongo- elipsoides; pistilo de 7 mm de largo; ovario esférico de 4
mm de didmetro, unilocular, glabro; placentacién parietal, 3 placentas lameliformes;
un estilo de 3 mm de largo, recto, glabro, con estigma brevemente trilobado. El fruto
es una baya globosa de 9 X 9 mm, con el cdliz persistente de 1.5- 1.8 X 1.2- 1.8 cm. Se
desarrollan 3-4 frutos por inflorescencia, con aproximadamente 14 botones florales en
cada una; semillas ovoides 3.5-4 X 2.5 mm (1-) 4-8 fértiles, generalmente 4 abortadas.

Prockia. krusei se ha encontrado en bosques tropicales caducifolios de 1400-
1420 msnm, en rocas calizas, asociado a Casearia corymbosa, Opuntia sp., Agave sp.,
Ipomoea sp., Bursera glabrifolia y Eysenhardtia sp. De acuerdo con Jiménez- Ramirez y
Cruz- Duran (2005), los meses en que esta especie florece son de julio a agosto, con
frutos en septiembre. Las sinapomorfias de P. krusei: estipulas lanceoladas a
subuladas, de 2- 2.5 mm de largo, flores con 3(-4) sépalos, apétalas y ovario unilocular,
con tres placentas intrusiva. Distribucidon restringida a Guerrero, México (Jiménez-
Ramirez y Cruz- Duran, 2005).

DISTRIBUCION DE Prockia krusei
La localidad en donde se colecté por primera vez a Prockia krusei estd ubicada en el
Salto Valadez, Municipio de Chilpancingo, Guerrero, México, con las coordenadas 17°

27 20” N, 099° 28’ 10” O, 1400 msnm; el colector fue Hubert Kruse en 1985 y los
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especimenes estan en los herbarios HT, MEXU; IT, FCME, MEXU, MO (tropicos.org,
2012). Prockia krusei presenta otra poblacion en Tixtla, Guerrero, con coordenadas N
17° 32’ 05/, W 99° 22’ 27”, a una altitud de 1370 msnm, de la que se obtuvieron los
datos y materias para esta investigacion.
MECANISMOS DE SELECCION DE SISTEMAS REPRODUCTIVOS
Pocas angiospermas presentan flores unisexuales (10%); (Barrett, 2002). Segin Darwin
(1877), la division del trabajo, por la asignacién de recursos, es mas eficiente en
plantas unisexuales que en hermafroditas y puede ser un factor en la evolucién de la
dioecia. A los individuos unisexuales, donde el androceo y gineceo se encuentran en
individuos separados se le conoce como diclina, asociada a varias estrategias que
involucra combinaciones de flores femeninas, masculinas y hermafroditas. Las
poblaciones diclinas se pueden organizar en monomorficas y dimérficas. En las
primeras, los individuos de la poblacién tienen flores semejantes en cuanto a la
expresion del sexo (Orozco- Arroyo y Vazquez- Santana, en prensa); las plantas de este
tipo pueden producir flores hermafroditas, masculinas o femeninas (monoico,
andromonoico 6 trimonoico) y en las dimdrficas que muestran poblaciones bimodales,
compuestas por dos morfos sexuales que pueden funcionar como femeninas o
masculinas. Los morfos pueden ser estrictamente unisexuales (dioecia), 6 si un morfo
es hermafrodita y el otro femenino, ginodioecia, 6 hermafrodita y masculino,
androdioecia (Barrett, 2002).

Las poblaciones que presentan, individuos femeninos, estan forzadas a
mantener polinizacion cruzada. Las otras condiciones diclinas generalmente

representan pasos evolutivos intermedios hacia la dioecia o son el resultado de la
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expresion genética dadas las variaciones ambientales, controladas por especies dioicas
o ginodioicas (Richards, 1986).

SISTEMA ANDRODIOICO

La androdioecia se refiere a la co-ocurrencia de individuos masculinos y hermafroditas
en poblaciones con reproduccién sexual. La baja frecuencia de este tipo de sistema
reproductivo, comparado con la ginodioecia se debe a que la producciéon de granos de
polen supera en alguna medida a la produccién de évulos, ya que las partes femeninas
ocupan sus recursos en nutrir a la descendencia y producir semillas y frutos, lo que
limita el numero de gametos femeninos, a diferencia de los verticilos masculinos que
no invierten energia en estos procesos y generalmente obtienen un nimero mayor de
gametos masculinos (Pannell, 2002a). Esta condicidn es favorable para la poblacién, ya
gue muchos granos de polen se pierden durante el transporte de la antera al estigma
(Pannell, 2002a).

Las primeras investigaciones publicadas sobre especies androdioicas se basaron
en caracteres morfoldgicos. En 1984, Charlesworth publicé modelos matematicos
acerca de la evolucion y mantenimiento de la androdioecia, con ellos no pudo
encontrar casos androdioicos funcionales y sugiri6 que los individuos
morfolégicamente hermafroditas son en realidad funcionalmente femeninos, con
polen o anteras disfuncionales, lo cual fue replanteado por Pannell (2002a). Algunos
autores han propuesto que si los factores que causan el androdioicismo funcional, son
ambientales y no genéticos, no se deben considerar androdioicas (Pannell, 2002a).

Segun Charlesworth (1984), las especies correctamente descritas como
androdioicas deben tener tales caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo, Pannell,

(2002a) considera especies con androdioicismo funcional, a las poblaciones que
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comprenden dos clases de individuos: uno donde los recursos vayan dirigidos a la
funcién masculina y otro cuyos recursos se reparten en la funcidn femenina vy
masculina.

El entendimiento acerca del androdioicismo se incrementd con nuevas
observaciones morfolégicas y medidas de asignacién sexual en poblaciones, que han
confirmado su estado funcional, aunque no se han logrado formar generalizaciones
por el bajo nimero de especies descritas como androdioicas (Pannell, 2002a).

Las poblaciones androdioicas, presentan una alta fragmentacidn natural; es por
esto que recientemente se han estudiado con base en la estructura poblacional y las
dinamicas metapoblacionales, durante su evoluciéon y mantenimiento (Pannell, 2002b).
Entiéndase como metapoblacién a conjuntos o grupos de poblaciones de la misma
especie, relacionadas por la migracion de individuos entre ellas. Este concepto supone
que las poblaciones dentro de las metapoblaciones, pueden extinguirse, asi como
colonizar nuevos “parches”, surgiendo asi una dinamica de formacién y extincién de
poblaciones (Valverde- Valdéz, 1999).

En estos modelos metapoblaciones, cuando hay poco polen o pocas flores
femeninas para aparearse, el tamano y densidad de la poblacién fluctia por la
continua colonizacion en nuevos sitios y el subsecuente crecimiento poblacional y su
asignacion sexual estable. Si la colonizacidon en las metapoblaciones es frecuente, la
asignacion del sexo dirigida a la funcidon femenina, es seleccionada por competencia
intraespecifica entre parejas (Pannell, 2002b). Si la metapoblacion crece en tamafio y
densidad, aumentan las probabilidades de que haya reproduccion cruzada. Si después
de esto no se mantiene la poblacion, puede ser invadida por los organismos

masculinos, ya que la energia invertida en los gametos masculinos es menor con
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respecto a la energia invertida en los gametos femeninos, quedando poblaciones
androdioicas. Esta teoria aln no es tan sélida como para aceptarse en el ambito del
mantenimiento de la androdioecia; sin embargo, los procesos que se llevan a cabo
para que la funcién femenina en los organismos hermafroditas sea seleccionada son
importantes, porque puede ocurrir de la misma forma en los masculinos a nivel
metapoblacional (Pannell, 2002b).

Estos modelos sugieren que el androdioicismo puede ser mantenido sélo con
los pardmetros de metapoblaciones y la rareza del androdioicismo se puede deber a la
falta de estudios de poblaciones con dindmicas metapoblacionales (Pannell, 2002b).

Algunos casos de androdioicismo funcional, han sido revisados y se han
determinado, como funcionalmente dioicas, con proporcion sexual 1:1 (Pannell,
2002a). En otros casos, el androdioicismo funcional ha sido confirmado en varias
especies de plantas de diversos taxones, la mayoria de los cuales incluyen especies
dioicas, tales como Fraxinus lanuginosa (Oleaceae); Schizopepon bryoniaefolius
(Cucurbitaceae); Datisca glomerata (Datiscaceae); entre otros (Gleiser y Verdu, 2005).

Las flores hermafroditas que fructifican anualmente, con una alta produccién,
probablemente sean incapaces de producir frutos al afio siguiente, y asi el afio que no
fructifican pueden funcionar como masculinos por una sola temporada (Bawa, 1980).
Es asi como cada poblacién que ha sido estudiada solo una vez, puede mal
interpretarse como androdioica. El éxito reproductivo ganado a través de funciones
masculinas o femeninas depende mucho de la produccion relativa de semillas y polen
asi como del destino de esas semillas o granos de polen (Lloyd 1975; Pannell, 2002a).

Para la transformacién de un sistema hermafrodita a uno androdioico estable

es necesario que en caso de no haber depresidon por endogamia, los mutantes que
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provocan la esterilidad y/o reducen la fertilidad masculina o femenina se puedan
propagar. La produccién de évulos o polen de los mutantes debe ser mayor que el
doble de la que producen las hermafroditas. Los casos de poblaciones con depresion
endogamica, la produccién de gametos debe también ser mayor que en las
hermafroditas, sin embargo los efectos de la autofecundacién en los individuos de la
poblacién original hermafrodita vuelve mas complicado este pardmetro, ya que los
dvulos no estdn disponibles para recibir polen, reduciendo asi sus oportunidades de
apareamiento, sin comprometer el apareamiento de las hermafroditas (Charlesworth,
1984; Lloyd, 1975; Pannell, 2002a).

Aunque la transicion del androdioicismo hacia la dioecia no es comun, la
androdioecia también puede ser un estado derivado de la dioecia, con el
reemplazamiento de flores femeninas por hermafroditas (Pannell 2002a). Pannell
(2002b) considerd una hipdtesis para la evolucion del androdioicismo. Con base en
metapoblaciones con estados ancestrales tanto hermafroditas como dioicos y agregd
que los precursores dioicos son mas probables, debido a que, si el hermafroditismo se
mantiene a través de la seleccién, por garantia reproductiva, la migracién de los
individuos con esterilidad femenina, para las poblaciones con un pasado dioico se
considera un paso evolutivo mas facil, en comparacién con la adquisicion de una
mutacion que se logre establecer. La evolucion del androdiocismo en una
metapoblacién es un resultado de su dindmica. Se deduce que si se incrementa la
migracion y se reducen las proporciones de extincidn puede ocurrir una alta
variabilidad de proporciones sexuales entre poblaciones (Pannell, 2002a).

DIOECIA
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Aunque la dioecia aparece en un 6% de las angiospermas, mas de la mitad de las
familias que las incluyen, han surgido de manera independiente y en frecuencias bajas
y pocas familias son completamente dioicas (Richards, 1986). El patrén de distribucion
taxondmico de la dioecia, sugiere un origen secundario, a partir de otros sistemas
reproductivos y en varias ocasiones (polifiléticamente), puede presentar reversiones o
extinciones. La dioecia raramente dura lo suficiente en escala evolutiva, o llega a ser lo
suficiente exitosa para establecer una dinastia. La familia Salicaceae a la que
pertenecen los alamos y sauces es un ejemplo de las pocas familias con géneros
totalmente dioicas (Richards, 1986).

Otros autores como Bawa (1980) han argumentado que la dioecia no es tan
rara como en general se asume, ya que mas de un cuarto de todas las angiospermas
podrian ser dioicas morfolégica 6 funcionalmente. Dicha condicion es mas comun en
arboles, arbustos y plantas perennes, que en hierbas y anuales, teniendo en general
una produccién de semillas y frutos de tamafios mayores (Bawa, 1980). Sin embargo,
este sistema no resulta tan exitoso, debido a que las especies dioicas tienen un mayor
riesgo de extinciéon que las no dioicas (hermafroditas o mondicas), en caso de
presentar bajas densidades poblacionales 6 una escasez de polinizadores, resultando
en una disminucion en la fecundacion (Dominguez, 1990 en Eguiarte et al., 1992),
aunado a que solo la mitad de los genetos en la poblacién produce semillas (Richards,
1986).

Se han observado dos grandes transiciones en los sistemas de cruza y sistemas
sexuales de las angiospermas: de la autofecundacién a la fecundacién cruzada y la
presencia de dimorfismo en las flores perfectas. El hecho de que esta transiciéon haya

surgido independientemente en numerosos linajes de plantas, abre la posibilidad de
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proponer principios generales que puedan explicar su origen. Una caracteristica de las
angiospermas es que sus sistemas sexuales son poco estables desde una perspectiva
ecolégica y evolutiva (Barrett, 2002).

Las principales vias evolutivas para la separacidon de sexos, a partir de un
ancestro hermafrodita, se relaciona con mutaciones que provocan esterilidad de uno
de los sexos en las flores bisexuales, debido a esto aumenta el niumero de flores
unisexuales, pasando de un estado monomorfico (todas bisexuales) a uno polimérfico
(Barrett, 2002). En algunas especies se han encontrado alelos recesivos que eliminan la
funcion femenina o masculina; explicando asi la existencia de sistemas ginodioicos y
androdioicos (Bawa, 1980). Ademas existen muchos factores ambientales que influyen
en la separacién sexual de las plantas, como luz, area foliar, dispersidon de semillas,
polinizacién, depredacion, seleccién sexual y tamafio poblacional, algunas
correlaciones entre estos factores explican tendencias geograficas en la distribucién de
especies dioicas, siendo mas frecuentes en floras tropicales que en floras templadas,
donde en general su polinizacidn es a través del viento (Bawa, 1980; Eguiarte et al.,
1992).

En el caso de la evoluciéon del dioicismo a partir del hermafroditismo, via
androdioicismo, ocurre una mutacion en flores hermafroditas, que provoca la
esterilidad en el verticilo femenino. La esterilidad se propaga quedando individuos
masculinos y hermafroditas. Sigue ahora una mutacidon que provoca la esterilidad en el
verticilo masculino de las hermafroditas restantes, quedando la poblacidn dioica. Sin
embargo, las ventajas de la exogamia, justifican el mantenimiento de flores femeninas

en poblaciones ginodioicas, pero no la presencia de masculinas en poblaciones
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androdioicas, porque las flores hermafroditas que se autofecundan no estan
disponibles para ser fecundadas por masculinas (Lloyd, 1975; Charlesworth, 1984).

El androdioicismo no es un sistema frecuente debido a que solo produce
semillas en uno de sus morfos, asi que no se considera un camino evolutivo ventajoso
hacia la dioecia como lo es el ginodioicismo que produce semillas en ambos morfos
(Charlesworth, 1984; Pannell, 2002b; Gleiser y Verdu, 2005).

Bawa, (1980), considera que la reasignacion de recursos para una de las
funciones sexuales en lugar de la otra, puede constituir ventajas selectivas para la
extension de la esterilidad femenina de flores hermafroditas (quedando masculinos y
hermafroditas). Pannell (2002b) y Barrett (2002) sugieren que la mayor fuerza selectiva
en el evolucién de los sistemas reproductivos es el mantenimiento de la exogamia.
Para el establecimiento de la ginodioecia o androdioecia es necesario evitar la
endogamia en el morfo hermafrodita. Es poco probable que la androdioecia tenga
ancestros que se autofecunden, ya que no se evitaria la depresién endogamica. Lloyd
(1975) sefialé que la situacion mas favorable para que se extienda la mutacion que
provoca la esterilidad femenina en flores bisexuales es la reproduccién cruzada, sin
autofecundacién, o muy baja y alta depresién endogamica. Con tales condiciones los
individuos masculinos tienen que generar suficientes granos de polen fértiles y/o
lograr una fecundacién exitosa y con descendencia que logre sobrevivir. Evitar la
endogamia no es suficiente para permitir que se extiendan los organismos masculinos,
aungue el aporte genético de la parte femenina sea alto. Las mutaciones responsables
de la esterilidad masculina pueden establecerse incluso si ésta no incrementa la

fecundacion, siempre que haya suficiente velocidad en el establecimiento de dicha
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mutacion. Es decir que ningun incremento en la viabilidad o en la fecundidad hacen
mas facil que tal mutacion se extienda (Lloyd, 1975; Charlesworth, 1984).

El dimorfismo en la altura de los estigmas observada en los gineceos de Prockia
krusei, asi como la presencia de frutos en uno de los morfos y la ausencia en el otro,
fue el parteaguas para establecer la hipdtesis de un sistema reproductivo androdioico.
Deduciendo que el gineceo del morfo corto que no fructifica tiene un desarrollo
anormal, se determina que existan individuos hermafroditas y otros masculinos
funcionales. Para discernir si el androceo es funcional en ambos morfos, en esta
investigacion, se describe la morfologia del androceo y granos de polen de Prockia

krusei, en ambos morfos, asi como su viabilidad.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la morfologia floral y determinar si el androceo produce granos de polen
viables de acuerdo al desarrollo del androceo de Prockia krusei a partir de que los
microsporangios ya estan formados, para discernir si se trata de una especie
androdioica.

Objetivos particulares:

+»+ Conocer la fenologia de Prockia krusei, asi como la morfologia de flores y frutos.

¢+ Describir el desarrollo de la antera y granos de polen en los morfos florales de P.
krusei y luego compararla con la descripcion de anteras de Salicaceae.

++ Evaluar el porcentaje de viabilidad de los granos de polen de ambos morfos

florales en Prockia krusei.
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MATERIALES Y METODOS

SITIO DE ESTUDIO

La poblacién de Prockia krusei bajo estudio y de la que se obtuvo el material para su
analisis esta ubicada en Tixtla, Guerrero (coordenadas N 17° 32’ 05, W 99° 22’ 27”)
(figura 2 A y B) a una altitud de 1370 msnm. Los individuos de P. krusei que se
marcaron en 2010 y 2011 fueron darboles y arbustos que se encuentran a ambos lados
en una vereda (figura 2 C) y presentan una altura de entre 2 y 5 metros. Al término de
esta vereda (del lado contrario a la carretera) la vegetacién cambia drasticamente,
volviéndose drido. El clima donde habita P. krusei es humedo, con vegetacion del tipo

bosque tropical caducifolio (Jiménez- Ramirez y Cruz- Duran, 2005).

TRABAJO EN CAMPO

Se realizaron varias visitas a la poblacién de P. krusei, entre 2010 y 2012. En el 2010 se
tomaron notas de campo y datos, con visitas diarias desde mediados del julio y todo el
mes de agosto y con algunas visitas en septiembre y octubre, que es la época de
floracién y fructificacidn. Se identificaron 14 individuos, y se sexaron de acuerdo al
tamafio del gineceo, en relacién al androceo. Se consideraron dos morfos para la
poblacién estudiada, en ambos el androceo es del mismo tamafio, uno masculino con
gineceos cortos en relacién al androceo, los gineceos de este morfo probablemente se
encuentran colapsados debido a que no produjeron frutos, y otro hermafrodita para
gineceos largos en relaciéon al androceo, que producen frutos y semillas. A cada

individuo se le asignd un nimero (tabla 2) y se tomaron notas sobre los cambios de
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Sitiode estudio /'

de estudio Fin de la vereda
muestreada

Comienzode la vereda

Google es

Figura 2. Ubicacién del sitio de colecta de Prockia krusei. A) Mapa por satélite de Tixtla, Guerreo. B)
Vereda con vista satelital, que indica el intervalo de muestreo. C) Bosque tropical caducifolio y vereda en

donde se encuentran los individuos de P. krusei.
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coloracion de las flores desde botones florales hasta frutos maduros. Ademas se
observaron visitantes florales, posibles polinizadores y se colectaron botones florales,
flores en antesis y frutos en las diferentes etapas del desarrollo, de ambos morfos
florales, se fijaron en FAA (formaldeido, 4acido acético glacial, alcohol etilico 96% vy
agua destilada, 1: 5: 0.5: 3.5) y se llevaron al laboratorio para procesarlos. Debido a
que P. krusei presenta numerosos tricomas en sus sépalos, fue importante removerlos
para facilitar la difusion del fijador y en el laboratorio, del medio de inclusidn.

Para el afio 2011 se volvieron a visitar los individuos y se remarcaron siete de
los individuos del afio anterior. Ademas se marcaron 22 individuos mas, haciendo un
total de 29 (ver apéndice) y se registraron los individuos que fructificaron. Estos datos
se compararon con los obtenidos en el 2010 (ver tabla 2).

En el 2012 se realizé una visita a principios de agosto para relacionar los morfos
florales, durante la antesis, con la produccién de frutos, sin embargo la floracién se
adelanté y solo pudimos observar frutos inmaduros que correspondian a los individuos
marcados durante los dos afios anteriores como hermafroditas. Cabe mencionar que

varios individuos que se habian incluido en la muestra fueron cortados.
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Tabla 2. Sexado de los individuos. Se sefiala el nimero y morfo de cada individuo de acuerdo con el
tamafio del gineceo, en relacién con el androceo (M se refiere al morfo masculino y H para el morfo
hermafrodita) y su correlacidn con la produccién de frutos comparando el afio 2010 y 2011. Se asign¢ el
morfo masculino a nueve individuos y diecisiete al morfo hermafrodita y tres no se sexaron por que se

observaron diferencias entre uno y otro afio.

Nimero de Afio 2010. Aho 2010. Afo 2011. Afo 2011 Género
individuo Morfo Frutos Morfo Frutos asignado
1 M Sin frutos M Sin Frutos M
2 H Con frutos M Pocos ?
frutos
3 Sin frutos M Sin frutos M
4 Con frutos H Con frutos H
29 H Con frutos M Sin frutos  ?
5 Con frutos H Con frutos H
6 Con frutos H Con frutos H
7 M Sin frutos M Sin frutos M
8 M Sin frutos M Sin frutos M
9 Sin frutos M Sin frutos M
10 Con frutos H Con frutos H
11 Con frutos H Con frutos H
12 Con frutos H Con frutos H
13 M Sin frutos M Sinfrutos M
14 Con frutos H Con frutos H
15 M Pocos frutos H Sin frutos  ?
16 Sin frutos M Sin frutos M
17 Con frutos H Con frutos H
18 Con frutos H Con frutos H
19 Con frutos H Con frutos H
20 Sin frutos M Sin frutos M
21 Con frutos H Con frutos H
22 Con frutos H Con frutos H
23 Con frutos H Con frutos H
24 Con frutos H Con frutos H
25 Sin frutos M Sin frutos M
26 Con frutos H Con frutos H
27 Con frutos H Con frutos H
28 Con frutos M Con frutos H
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TRABAJO EN LABORATORIO
En el laboratorio se clasificaron los botones florales por tamafio, tomdndolo como
indicador de la etapa del desarrollo en que se encuentran hasta la primera etapa de

fruto (tabla 3).

Tabla 3. Intervalos de las etapas.

| 2/1.5-2 1'2/2

Il 2.5-3/2.5-3.5 Il 2.5- 3/3-4

I 4/3.6 Il 3.5-5/3-4

IV 4.5-5/3.7- 4 (Preantesis) IV 6- 7.5/ 3 (Preantesis)
V 5.5- 6/ 2- 3 (Antesis) V 7.6/ 4- 5 (Antesis)

VI 9/ 5 (Fruto inmaduro)

Microtecnia

Inclusidén en pardfina. Los botones florales se incluyeron paraplast. La técnica consiste
en deshidratar los botones previamente fijados en un medio polar, con el fin de
remover toda el agua del tejido y reemplazarla con un solvente organico (medio no
polar), donde se disolvié el medio de inclusidon. Se sumergieron los botones durante
una hora en cada concentracién de la siguiente serie de etanoles: al 30%, 50%, 70%,
85%, 96%, 100% y 100%; estos pasos se hicieron de manera gradual para evitar
distorsiones del tejido (Lopez- Curto, et al., 2005). Debido a que se usoé paraplast como

medio de inclusidn, las muestras se pasaron a una mezcla de alcohol absoluto- xilol
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1:1, por una hora. Después, las muestras se pasaron a mezclas de xilol- paraplast 2:1,
1:1y 1:2 y paraplast puro durante 12 horas, a una temperatura de 58 a 60 °C en cada
una, para infiltrar el tejido con paraplast. Por ultimo las muestras se incluyeron y se
usaron moldes de metal etiquetados con el nombre y la orientacion en la que se
incluird la muestra, para esto, se vertid parafina liquida en el molde y se colocd el
botén en el fondo, orientandolo con una aguja de diseccién y una lampara de alcohol.
Es importante que no se formen burbujas para obtener cortes homogéneos.

Las muestras se cortaron a 7um de grosor, en un micrétomo de rotacidn, marca
American Optical Modelo 820, en este equipo se obtuvieron cortes en serie que se
estiraron en un bafo de flotacidn y se montaron en portaobjetos.

Los cortes obtenidos se tifieron utilizando la técnica doble safranina-verde
rapido en metilcelosolve. La safranina tiene carga positiva, siendo un colorante basico,
el cual se debe usar primero, debido a que es un colorante no citoplasmatico que tifie
nucleos, cromosomas, nucléolos, cromatina, taninos condensados y paredes celulares
lignificadas. Luego se afadio el colorante con carga negativa, verde rdpido, que tifie
substancias basicas, como paredes celulares no lignificadas y citoplasma.

Inclusidon en LR White. Se tomaron las etapas I, lll y IV de los botones de ambos
morfos, previamente fijados en FAA, de los que se disectaron las anteras para su
procesamiento.

El material fijado (las anteras), se deshidraté gradualmente hasta etanol 96%,
por 30 min en cada cambio y dos cambios de 15 min en etanol absoluto; las muestras
se infiltraron en mezclas de LR White-Etanol absoluto, en diferentes proporciones (1:3,
1:1, 3:1) y se hicieron tres cambios de 1 h en LR White puro. Las anteras se incluyeron

en capsulas de gelatina y se polimerizaron a 56 °C durante 12 h. Los cortes se hicieron
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en un ultramicrotomo con navajas de vidrio a 1 um de grosor. Los cortes se tifieron con
azul de toluidina al 0.5%, en agua.

Microscopia electronica de barrido. Las muestras se deshidrataron en una serie
gradual de alcoholes (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%), después se desecaron a
punto critico con CO,. De esta manera se evita la tensidn superficial y se deja escapar
el vapor hacia la atmdsfera (Vazquez- Nin y Echeverria, 2000).

Las muestras que se observan deben ser conductoras y esto se logra
cubriéndolas con metales, de tal forma que los detalles de la superficie no se pierdan.
Para esto se adhiere la muestra a un portaobjetos metalico por medio de un
pegamento conductor que contiene plata o carbén. El recubrimiento de la superficie
de la muestra se hizo con oro, con una ionizadora de alta energia en bajo vacio.
Finalmente se hicieron observaciones de los botones, flores en antesis, anteras y polen
para la toma de electromicrografias.

Viabilidad de polen

Prueba de Alexander. Para realizar esta prueba las flores masculinas y hermafroditas
de P. krusei se colectaron y guardaron en bolsas de plastico selladas con un poco de
agua, después de aproximadamente 24 h se tomaron dos anteras por flor, de siete de
los nueve individuos masculinos y tres de las hermafroditas. Las anteras se montaron
directamente en los portaobjetos y se abrieron con una aguja de diseccidon. Se adiciond
una gota del reactivo de Alexander. Las muestras se montaron y calentaron por unos
segundos (Alexander, 1969). Esta técnica consiste en sumergir en el colorante los
granos de polen, los cuales se tefiiran de verde si no son viables 6 de violeta si son
viables. Los granos de polen permanecen de uno a dos minutos colocados en el

reactivo, para después ser observados al microscopio de luz, en campo claro.
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Se identificaron y contaron los granos viables de 10 campos, observando con un
objetivo de 20x cada preparacion, con estos datos se sacd la media de medias para
cada morfo floral. Los métodos y técnicas utilizados se resumen en el diagrama de flujo

de la figura 3.
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Prueba de Alexander

Observaciones en campo
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Tincién Safranina- verde
rapido en metilcelosolve

Desecacién a

punto critico

A 4

Inclusion en LR White

A 4

lonizacién con oro

A 4

Cortesalpm

A4

Observacion al MEB y
toma de electro-
micrografias

Tincidén en Azul de
Toluidina

Anilisis al microscopio éptico y
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Figura 3. Diagrama de flujo que resume los métodos utilizados.
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RESULTADOS

FENOLOGIA FLORAL

Los botones florales de Prockia krusei en 2010, se observaron a partir del 16 de julio al
3 de agosto; el 19 de julio comenzd la antesis en algunos individuos y se extendié todo
el mes de agosto. El 4 de septiembre se observaron los primeros frutos inmaduros vy el
5 de octubre los primeros frutos ya maduros. Este afio fue el Unico donde se pudo
observar la fenologia completa (grafica 1). En 2011 se visité el sitio el 10 de agosto,
momento en que la floracién ya estaba llegando a su término y el 12 de octubre ya
habia frutos maduros, casi en la totalidad de los individuos hermafroditas marcados.
En 2012 se visitd el sitio el 3 de agosto y se encontraron frutos inmaduros. Cabe
mencionar que se presentaron fuertes lluvias en julio y agosto, durante los tres afios

de floracién que se observaron.

Fenologia de Prockia krusei en 2010

Ao 2010

[ Botones florales [ Antesis M Frutosinmaduros M Frutos maduros

Gréfica 1. Fenologia de P. krusei. Floracidn (julio- agosto) y fructificacion (septiembre- octubre). El eje
vertical representa una medida cualitativa, el uno simboliza el maximo de produccidn ya sea de botones,
flores en antesis 6 frutos inmaduros y maduros, mientras que el cero figura su ausencia.
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MORFOLOGIA FLORAL Y FRUTAL

Prockia krusei presentan inflorescencias tipo dicasio, éstas estan constituidas por4 65
flores. Las flores estdn conformadas por tres 6 cuatro sépalos que cambian de
coloracién de verde a blanco y a rojo, segln la etapa de desarrollo en la que se
encuentren. Es decir, en etapa de botones florales los sépalos son verdes, en etapa de
flores en antesis son blancos (figura 4 Ay C), en etapa de frutos inmaduros son verdes
y blancos y cuando son frutos maduros son rojos (figura 7). La antesis dura entre 10 y
15 dias en la poblacidon y es asincréonica en cada inflorescencia (figura 4 B). Se
identificaron los morfos florales, hermafrodita y masculino. La caracteristica que sirvié
para separar o identificar a los individuos, es la formacion de gineceos con diferente
tamafio con respecto al androceo, (figura 5). En flores en antesis el androceo esta
formado generalmente en el morfo masculino por 115- 125 estambres y de 53- 58
estambres del morfo hermafrodita (se contaron cinco flores de cada morfo, de
individuos diferentes); el androceo es del mismo tamafio en ambos morfos. El ovario
es supero y frecuentemente con tres sépalos en el morfo masculino y cuatro en el
morfo hermafrodita.

Visitantes florales. Durante la floracién, la cual dura aproximadamente mes y medio,
se observaron visitas a ambos morfos florales por parte de coleépteros de la familia
Chrysomelidae, durante los tres afios de muestreo. La antesis dura un mes en la
poblacién y en cada flor aproximadamente tres dias. Después de este periodo los
estambres permanecen en las flores, marchitos tanto en las masculinas como en las
hermafroditas. Las flores de los individuos hermafroditas, que son las que fructifican
(figura 6), se vuelven a cerrar, volviéndose verdes nuevamente, pero con un tamafio

mayor cubriendo por completo a los dérganos sexuales, mas tarde pierden esta
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tonalidad hasta volverse blancos y finalmente rojos, es decir, posee sépalos
acrescentes que cubren al fruto en desarrollo, el cual tarda en madurar un meses y
medio. Posteriormente comienzan a separase los sépalos, dejando ver un fruto café
rojizo, que al madurar se vuelve negro, observandose aln restos del estigma

oscurecido (figura 7).
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Figura 4. A) Inflorescencia de P. krusei tipo dicasio, botones florales con los sépalos verdes. B) Botones
florales y una flor en antesis. La antesis es asincronica. C) Antesis de la mayoria de las flores del dicasio
con sépalos blancos.
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Tmm X15 Tmm

Figura 5. Morfologia floral de P. krusei en antesis. A) Morfo floral masculino. La flor presenta tres
sépalos, entre 115 y 125 estambres y un gineceo reducido por abajo del nivel de las anteras. B) Morfo
floral hermafrodita. La flor presenta tres sépalos, entre 53 y 58 estambres, un gineceo, con el estigma
por arriba del nivel de las anteras. C) Corte longitudinal de una flor masculina con anteras madurasy el
gineceo reducido D) Corte longitudinal de una flor hermafrodita con anteras maduras y un gineceo con
el estigma que sobresale del nivel de las anteras E) Se observa una flor masculina constituida por
sépalos, estambres y un gineceo por debajo de la altura de los estambres. F) Flor hermafrodita con
estambres y gineceo de igual tamafio a los estambres. (Es) estambre; (Gi) gineceo y (Sé) sépalo.
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Figura 6. Arboles de Prockia krusei en la época de fructificacion. A) y C) Arboles masculinos sin
produccién de frutos. B) y D) Arboles hermafroditas con abundantes frutos.
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Figura 7. Distintas etapas de la maduracién de los frutos del morfo hermafrodita. A)- D) Los sépalos
acrescentes cubren al fruto en desarrollo, permaneciendo durante toda la fructificacién y presentan
cambio de coloracién al madurar el fruto. E) Los sépalos empiezan a abrir descubriendo al fruto de color
café rojizo, el cual es una baya. F) Sépalos completamente abiertos mostrando al fruto maduro de color
negro ya sin estambres.

DESARROLLO DE LA PARED DE LA ANTERA DEL MORFO MASCULINO
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En los botones florales, de etapa Il se puede observar la etapa meidtica de las células
madres de las microsporas que dardn origen a los granos de polen jovenes (figura 8 C).
Para este momento, la antera tetrasporangiada presenta tejido vascular al centro y
tejido conectivo a su alrededor (figura 8 A). La pared de la antera estad formada por
cuatro capas celulares, del exterior hacia el interior se observa la epidermis, el
endotecio, una capa media biestratificada y rodeando a los meiocitos el tapete de tipo
secretor, binucleado (figura 8 B).

En etapa lll, se encuentran las tétradas de microsporas rodeadas por un tapete
denso y binucleado (figura 8 D).

Las microsporas quedan libres, después de la disolucién de la pared de calosa
(durante la etapa IV). Se observa el endotecio con poco contenido, remanentes de las
capas medias y el tapete en degradacién y vaciando su contenido hacia el interior del
microsporangio.

El tapete, en una etapa de preantesis (V) sintetiza los precursores de la pared
de exina (esporopolenina y pollenkit), a través de la muerte celular del mismo vy la
secrecion de moléculas citoplasmaticas para la formacion de los cuerpos de Ubish que
se adhieren a cada microspora, Durante este proceso la pared conserva la epidermis,
el endotecio y capa media y el tapete degenerado (figura 8 E).

Una vez que los granos de polen maduraron, la pared de la antera consta de
epidermis y un endotecio. El endotecio no presenta actividad sino hasta un poco antes
de la dehiscencia, cuando el polen estd ya maduro, y debido a la acumulacién de
depdsitos se ven engrosamientos en las paredes radiales y transversales internas de las
células del endotecio (figura 10 A). En una flor en antesis, la anteras han expulsado los

granos de polen que salen por el estomio a través de una linea de dehiscencia
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longitudinal, quedando con un microsporangio por teca después que el septo se ha

roto (figura 10 Ay C).

MICROSPOROGENESIS Y MICROGAMETOGENESIS DEL MORFO MASCULINO
Durante la microsporogénesis, el tejido espordgeno se convierte en meiocitos, en la
etapa I, los meiocitos estdn envueltos por una pared gruesa de calosa. Ya en la
meioisis |, de tipo simultanea, se distingue el uso acromatico (figura 8 C). En la meiosis
I, las tétradas tetrahédricas se encuentran envueltas por calosa (figura 8 D).

En la microgametogénesis, ocurre la mitosis en los granos de polen inmaduros,
donde se forman dos células, una generatriz y otra vegetativa. Los granos de polen son

liberados después de que se forman estas dos células (figura 8 Ey F).

DESARROLLO DE LA PARED DE LA ANTERA DEL MORFO HERMAFRODITA

En un corte transversal en la etapa premeiética (ll) de la antera se observan cuatro
microsporangios jévenes con meiocitos en su interior (figura 9 A), con la pared
conformada por epidermis, endotecio, capa media biestratificada y el tapete
binucleado y con citoplasma denso (figura 9 By C).

Cuando posteriormente las microsporas quedan libres, se observa que la pared
de la antera estd constituida por epidermis, endotecio, restos de capas medias vy el
tapete de tipo secretor degradandose (figura 9 D).

Cuando la antera estd madura, durante la etapa IV, la pared de la antera consta
de epidermis, endotecio con engrosamientos en la pared tangenciales internas vy

radiales. Se alcanzan a distinguir restos de las capas medias y el tapete ha vertido su
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contenido citoplasmatico al l6culo para cubrir a las microsporas libres (figura 9 By 10
B).

Durante la antesis los granos de polen son liberados en etapa bicelular, a
través de una abertura longitudinal o estomio, momento en que se pierde el septo
entre cada par de microsporangios y se forma un solo léculo (dos por antera; figura 10

By D).

MICROSPOROGENESIS Y MICROGAMETOGENESIS EN EL MORFO HERMAFRODITA
Los meiocitos, después de la meiosis daran lugar a las microsporas (figura 9 C).

En la microgametogénesis, la microspora se divide para formar, dos células, una
generatriz y otra vegetativa que son el resultado de una mitosis. Esta se caracteriza por
tener citocinesis asimétrica y cariocinesis normal, quedando la generatriz mas pequefia
que la vegetativa (figura 9 E). La célula generatriz estd embebida en la célula

vegetativa.

MORFOLOGIA POLINICA DEL MORFO MASCULINO

Los granos de polen son triaberturados, microrreticulados y esféricos, con un eje
ecuatorial de aproximadamente 12 micras. En una vista polar se observa que las
terminaciones de las aberturas convergen hacia la zona del apocolpo, en una vista
ecuatorial se observan los colpos con una protuberancia en la parte media de la

abertura (figura 11 A).
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MORFOLOGIA POLINICA DEL MORFO HERMAFRODITA

Los granos de polen en el morfo hermafrodita presentan una serie de caracteristicas
particulares que se observaron con microscopia electréonica de barrido. El polen de
algunas anteras, es igual al morfo masculino, es decir son triaberturados,
microrreticulados, esféricos y con un didmetro de aproximadamente 12 micras (figura
11 B); sin embargo, se observaron granos con varias aberturas distribuidas en toda su
superficie; con exina microrreticulada y de mayor didmetro, de aproximadamente 16 y
18 micras (figura 11 F). Se encontraron ambos tipos de polen en una antera (figura 11
E), y después de examinar algunas otras no se volvieron a observar coexistiendo. Es
decir, en el morfo hermafrodita, que contiene dos tipos de polen, se observa un solo

tipo de polen por antera y no juntas (figura 11 F).
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Figura 8. Desarrollo de la pared de la antera y de los granos de polen del morfo masculino de P. krusei.
A) Corte transversal mostrando la antera tetrasporangiada en etapa de meiocitos. Se observa tejido
conectivo y al centro tejido vascular. B) Pared de la antera con cuatro capas (epidermis, endotecio, capa
media y tapete secretor) en etapa de diadas envueltos de calosa. C) Meiosis simultanea. D) Tétradas de
microspora tetrahédricas envueltas en calosa y células de tapete bicelular. E) Pared de la antera con
epidermis, endotecio, capa media y tapete degenerando. Microsporas libres. F) Granos de polen,
binucleados, célula generatriz (pequefia) y célula vegetativa (grande). (C. gen) célula generatriz; (C. veg)
célula vegetativa; (CaMe) capa media; (Cal) calosa; (En) endotecio; (Ep) epidermis; (Microsp)
microsporangio; (T. Co.) tejido conectivo; (T. Cod) tejido de conduccién; (Ta) tapete.
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Figura 9. Desarrollo de la antera y los granos de polen en el morfo hermafrodita de P. krusei. A) Antera
joven tetrasporangiada. B) Pared de la antera, constituida por epidermis, endotecio, capa media
biestratificada y tapete. C) Células madres de las microsporas y tapete. D) Pared de la antera con
epidermis, endotecio, capa media y tapete degenerando. Microsporas libres. E) Granos de polen
bicelulares, célula generatriz (pequefia) y vegetativa (grande). (C. gen) célula generatriz; (C. veg) célula
vegetativa; (CaMe) capa media; (CMM) células madre de la microspora; (En) endotecio; (Ep) epidermis;
(Microsp) microsporangio; (Ta) tapete.
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Figura 10. Antera madura. A) Pared de la antera madura formada por epidermis y endotecio con
engrosamientos. Aun se observa septo entre los dos microsporangios en el morfo masculino. B) Pared
de la antera madura formada por epidermis y endotecio con engrosamientos. Aln se observa septo
entre los dos microsporangios en el morfo hermafrodita. C) Ruptura del estomio y septo, mostrando la
dehiscencia de la antera, con los granos de polen liberandose en el morfo masculino. D) Ruptura del
estomio y septo, mostrando la dehiscencia de la antera, con los granos de polen liberdndose en el morfo
hermafrodita. (En) endotecio; (Es) estomio; (Microsp) microsporangio.
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Figura 11. Micromorfologia de los granos de polen de P. krusei en ambos morfos florales. A) Polen
triaberturado vy tricolpado en vista polar del morfo masculino. B) Polen triaberturado y tricolpado en
vista polar del morfo hermafrodita. C) y D) Polen de mayor tamafio, mas de tres aberturas y sin colpos.
E) Contaminacion de polen en una de las anteras, donde se observan ambos morfos polinicos. Polen
triaberturado (flecha azul), polen con morfologia diferente (flecha roja). F) Antera con granos de polen

anormales.
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PRUEBA DE VIABILIDAD DE POLEN

El porcentaje de granos viables contados para siete individuos del morfo masculino fue

de 93.84% de viabilidad (figura 12 A) y el porcentaje para los granos de polen viables

en el morfo hermafrodita, tomado de tres individuos fue de aproximadamente 90%

(figura 12 B). De tal manera que ambos morfos florales presentan granos de polen con

un alto porcentaje de viabilidad (tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad de granos de polen para el morfo masculino y hermafrodita

NiUmero del Prueba de Alexander Numero del Prueba de Alexander
Individuo (% de granos viables) Individuo (% de granos viables)
(masculino) (hermafrodita)

1 91.51% 5 100%

3 92.75% 17 80%

8 93.98% 21 90%

9 97.75%

13 95.63%

16 91.33%

20 93.93%

Figura 12. Prueba de Alexander A) Polen viable en el morfo masculino B) Polen viable en el morfo
hermafrodita.
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DISCUSION

En esta investigacion se define a Prockia krusei con un sistema androdioico funcional,
aunque las flores de la poblacién observada son morfolégicamente hermafroditas, se
confirmé durante tres floraciones (2010, 2011 y 2012) que el morfo masculino solo
actua como donador de polen, mientras que sus gineceos permanecen pequeiios sin
desarrollar frutos y el morfo hermafrodita, lleva a cabo tanto la formacién de polen
como la produccién de frutos.

Uno de los objetivos de la investigacidon fue determinar si el androceo presenta
las caracteristicas reportadas para la familia Salicaceae y determinar si es
morfoldgicamente normal, de esta manera se confirmd que el androceo de ambos
morfos desarrollan polen viable. Las caracteristicas embrioldgicas reportadas para la
familia (Johri, 1992) dicen, entre otros caracteres, que posee numerosos estambres
lineares, que la pared de la antera estd compuesta por epidermis, endotecio, capas
media (que desaparecen tempranamente) y tapete secretor binucleado. La dispersiéon
del grano de polen es en etapa bicelular y sus frutos son bayas. Estas mismas fueron
observadas en P. krusei; al igual que granos de polen tricolporados, con ornamentacién
microreticulada (Nufiez y Ludlow- Wiechers, 1998). La Unica diferencia observada en P.
krusei es la morfologia de algunos de los granos de polen de algunas anteras del morfo
hermafrodita, que es completamente diferente que la morfologia de los granos de
polen observados para el morfo masculino. Sin embargo, hay que tener mucho
cuidado con estos resultados, pues no se tiene la certeza de la etapa, durante el

desarrollo del polen, en que se producen estas diferencias.
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El desarrollo de las anteras de Prockia krusei, se lleva a cabo de manera exitosa
en ambos morfos y no hay diferencias en los procesos que ocurren para la produccién
de los gametofitos masculinos entre los individuos masculinos y hermafroditas.

Al utilizar la técnica de microscopia electrénica de barrido, se determind la
heteromorfia de los granos de polen sin embargo, no se pudo dilucidar si los granos de
polen con multiples aberturas son o no viables. Estos granos de polen se distribuyen
por antera, en el morfo hermafrodita es decir, en una antera hay un solo tipo de
granos de polen: ya sea tricolpados o “multicolpados”, no se sabe si los granos de
polen pueden germinar o no.

Las pruebas de Alexander indican que hay una alta viabilidad de los granos de
polen, pero no se pudo diferenciar qué tipo de granos de polen son los que poseen
esta alta viabilidad en el caso del morfo hermafrodita, si el morfo tricolpado o el
multicolpado, ya que esta diferencia solo se pudo observar usando la técnica de
microscopia electrénica de barrido y al hacer la prueba de Alexander no se puede
distinguir las aberturas ni morfologia.

En el caso del morfo masculino, se obtuvo una media de viabilidad del 93. 84%
de los granos de polen de siete individuos y del morfo hermafrodita, del 90% de tres
individuos. Esta prueba no es concluyente debido a que se llevaron a cabo pocas
repeticiones por falta de material fresco, asi que estadisticamente no resulta
significativo y es necesario repetirla en futuras investigaciones, asi como también
utilizar el indice de germinacién de granos de polen (Lloyd, 1975; Charlesworth, 1984),
para observar los porcentajes de viabilidad. Esto se debid a que solamente durante el
primer ano de floracidén se observd la fenologia completa de P. krusei y en las pruebas

hechas durante las siguientes temporadas de floracién, no se encontraron suficientes
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flores en antesis (por haber llegado fuera de temporada) para confirmar la viabilidad,
en especial del morfo hermafrodita. El tiempo de floracion fue diferente en los afios
qgue duraron las observaciones.

Androdioicismo.

Con esta investigacion, se puede asegurar que la poblacion estudiada de Prockia krusei
es androdioica, el dimorfismo en el gineceo es determinante en su adecuacion
(Barrett, 2002), debido a que solo se producen semillas en el morfo hermafrodita
(Charlesworth, 1984; Pannell, 2002b; Gleiser y Verdu, 2005).

Una caracteristica de las angiospermas es que sus sistemas sexuales son poco
estables desde una perspectiva ecoldgica y evolutiva (Barrett, 2002). Los sistemas
dioicos son considerados generalmente polifiléticos, asi es que no llegan a formar
taxones porque presentan reversiones o extinciones (Richards, 1986). La familia
Salicaceae, esta compuesta por géneros totalmente dioicos, tales como Salix é Carex
(Judd et al., 2002). Debido a que los sistemas dioicos son un cardcter plesiomérfico en
la familia Salicaceae, el sistema androdioco que presenta P. krusei, probablemente sea
un sistema derivado del dioico. Las diferencias de las flores masculinas vy
hermafroditas, como son un mayor niumero de anteras en las flores de los individuos
masculinos con respecto al hermafrodita y el polimorfismo de los granos de polen en el
morfo hermafrodita, del que se desconoce si ambos son viables, pudieran ser
reminiscencias de un pasado dioico.

Otra posible hipdtesis es que la poblacion observada de P. krusei sea parte de
una metapoblacién y que la dindmica reproductiva esté fluctuando. A causa de la
inestabilidad de la poblacién, es posible que las flores con esterilidad femenina se

hayan conservado, quedando el sistema androdioico (Pannell, 2002b).
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Se han propuesto varias hipotesis sobre la rareza del sistema androdioico, y
aungue no se puede descartar la posibilidad de su existencia, su estabilidad esta en
duda (Pannell, 2002a). Es posible que el sistema androdioico de P. krusei sea un paso
intermedio hacia la dioecia, ya que el dioicismo es un sistema que se ha conservado y
aungue se tienen menos registros de especies dioicas que hermafroditas, en teoria
deberia haber mas si es que la principal fuerza selectiva es la depresién endogdmica,
ya que esta dindmica asegura la reproduccion cruzada (Bawa, 1980). Aunada a esta
teoria, el dimorfismo del gineceo de P. krusei, podria indicar la via por la que se llega al
dioicismo, especializdndose cada funcién, por la asignacion especifica de recursos para
cada uno (Bawa, 1980;). Las mismas diferencias mencionadas antes, entre las flores de
los individuos masculinos y hermafroditas, pueden interpretarse también como una
reduccidn en el nimero de estambres en el morfo hermafrodita para convertirse en el
morfo femenino de una poblaciéon dioica. La morfologia del polen en el morfo
hermafrodita, que presenta estructuras que no parecen aberturas ordinarias, podria
significar problemas en la germinacidn, ya que parecieran estar cerradas, quedando en
proporcién, mayor numero de estambres fértiles en el morfo masculino, aunque esto
no asegura que mas granos de polen de este morfo puedan fecundar, eso mas bien
depende de su sistema de dispersion (Pannell, 2002a).

Sin embargo, sélo se han localizado dos poblaciones de Prockia krusei, ambas
en Guerrero (Trépicos.org, 2012), en ambientes de transicién (ecotonos) de una selva
mediana a un ambiente arido. Estas poblaciones tan restringidas se pueden deber a
gue el sistema reproductivo, solo produce frutos en la mitad de la poblacién, y que

podria estar limitada la dispersion de semillas.
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Sin embargo, si la tasa de germinacién de P. krusei fuera muy alta, se podria
considerar un sistema estable, ya que ahorraria recursos en la produccion de frutos,
sin arriesgar su descendencia y su apareamiento por la alta produccién de granos de
polen, obteniendo una alta densidad relativa (Lloyd, 1980 en Pannell, 2002b). Es
necesaria una investigacion acerca de la autocompatibilidad de P. krusei, ya que si
presenta autoincompatibilidad, su sistema se mantiene en equilibro, porque se

aseguran mas heterdcigos (Charlesworth, 1984; Lloyd, 1975; Pannell, 2002b).

CONCLUSIONES
Las flores de Prockia krusei, presentan un dimorfismo estilar. Dicho dimorfismo esta
asociado a la produccién de frutos. Solo las flores con estilos largos producen frutos.

En ambos morfos ocurre un desarrollo normal de sus anteras.

Los gineceos de las flores con estilos cortos no se elongan en ningdn momento
durante la fenologia de P. krusei y no llegan a producir frutos.

Las pruebas de viabilidad indican porcentajes muy altos, mas del 90% de los
granos de polen de las anteras a las que se les aplicé esta prueba son viables.

Por lo tanto, el sistema reproductivo que presenta P. krusei es androdioco.
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APENDICE

Plano 1. Ubicacién de los individuos marcados de Prockia krusei observados y de los
cuales se tomaron muestras.
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