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RESUMEN

La familia Podostemaceae es la mas grande dentro de las angiospermas acudticas estrictas, sus tallos y
raices presentan compresion dorsiventral, lo que ha ocasionado que sean confundidas con musgos,
algas o liquenes. Crecen sumergidas en rios y cascadas de corrientes rapidas, su ciclo de vida esta
relacionado con los niveles de agua de los rios. La etapa vegetativa se desarrolla en la época de lluvias,
mientras que la floracién se presenta en la época seca del afio. Las principales caracteristicas que
definen a la familia Podostemaceae son la presencia de un gametofito femenino tetracelular, un saco
embrionario de tipo Apinagia (en la mayoria de las especies estudiadas) y un pseudosaco embrionario o
plasmodio nucelar. Las investigaciones embrioldgicas en Podostemaceae son escasas y la gran mayoria
de los trabajos han enfocado su interés en el desarrollo del saco embrionario y del plasmodio nucelar,
dejando a un lado el évulo en general. Dada la necesidad de la obtencion de conocimientos acerca de las
células que conforman el évulo de N. coulteriana (Tul.) C. T. Philbrick se empled la microscopia fotdnica
y la microscopia electréonica de transmisidn. Los resultados obtenidos permiten corroborar que N.
coulteriana sigue los patrones reportados para las podostemaceas como un ovario bicarpelar con évulos
anatropos, bitégmicos y exdstomos. La epidermis interna del ovario se compone de células
fisioldgicamente activas con una gran cantidad de lipidos en su interior. El material de reserva es el
almidén presente en los tegumentos del évulo y la placenta. El saco embrionario es tetracelular

compuesto por dos sinérgidas, la ovocélula y la célula central.



I. INTRODUCCION

La familia Podostemaceae es la mds grande y diversa entre las angiospermas acudticas estrictas, se
encuentra distribuida ampliamente en los rios de los trépicos y subtrépicos de todo el mundo en un
ambiente Unico para las angiospermas. Las podostemaceas son hierbas que crecen sumergidas en
rios con corrientes rapidas y cascadas, teniendo la capacidad de adhesion a los sustratos con ayuda
de pelos unicelulares y un biopelicula de cianobacterias (Jager-Ziirn, 2000).

Estas plantas se han caracterizado por su inusual apariencia y su considerable diferencia con el resto
de las angiospermas (Jager-Ziirn, 1997) presentan diversas adaptaciones morfolégicas para colonizar
el ambiente acuatico.

El patrén de desarrollo embrionario en podostemdceas difiere de forma significativa del comun de las
angiospermas, y es de particular interés la presencia de sacos embrionarios de origen tetracelular y
de un plasmodio nucelar o “pseudosaco embrionario”, que se desarrolla a partir de la nucela, asi
como la ausencia de endospermo (Murguia-Sdnchez, 2003), lo que suscitdé una gran controversia
sobre la existencia de la doble fecundacién, ya que una de las caracteristicas (sinapomorfia) por las
cuales se puede definir al grupo de plantas con flor, es la presencia de la doble fecundacion con la
correspondiente formacién del endospermo.

Ademas de las caracteristicas embrioldgicas que hacen Unicos a este grupo de plantas, cabe
mencionar que algunas especies de esta familia son de interés comercial; por ejemplo, las hojas de
Rhyncholacis son utilizadas como condimento (Philbrick y Noveloa 1995).

Y la tradicién oral en algunos lugares, como el estado de Jalisco, indica que las hojas de algunas
especies de Marathrum son usadas en infusiones para tratar enfermedades hepaticas. Asi pues, la
familia Podostemaceae resulta ser un grupo de plantas de sumo interés

Existen varias publicaciones sobre aspectos embriolégicos de la familia (Mukkada, 1969; Arekal et al.,
1977; Jaguer-Ziirn, 1997; Murguia-Sanchez, 2001; 2002; 2003;; Sikoloia y Onyango, 2009; Bravo,
2011; Sehgal et al., 2010; Villanueva, 2013; Chaudhary et al., 2014); sin embargo, las observaciones
fueron realizadas con microscopia fotdnica y son muy escasas aquellas que utilizan el microscopio
electronico de transmision (Jiménez-Durdn et al., 2010). En este trabajo se estudia el évulo de N.

coulteriana (Tul.) C. T. Philbrick un nuevo género de la subfamilia Podostemoideae, endémico de



México utilizando, el microscopio foténico y el electrénico de transmision, comparando los
resultados con lo ya existentes para la subfamilia Podostemoideae en particular y Podostemaceae en

general. Se genera asi el primer reporte acerca de la ultraestructura del dvulo en N. coulteriana.

[I. ANTECEDENTES

IL.l. Caracteristicas generales de las angiospermas

Las angiospermas o plantas con flor se clasifican dentro de la division Magnoliophyta (Baroux et al.,
2002); son el grupo evolutivamente mds exitoso y diverso de las Embriophyta, con alrededor de

260 000 especies, distribuidas en 300 6 400 familias aproximadamente; este nimero tan grande se
debe a su éxito reproductivo y rdpida diversificaciéon. Los fdsiles mas antiguos aparecen en el
Cretacico temprano, hace aproximadamente 130-136 millones de afios (Soltis et al., 1999), pero su

rapida diversificacidn tuvo lugar durante el Cretacico medio (Willis y McElwain, 2002).

La flor es una de las caracteristicas distintivas de las angiospermas y en ella se localizan los érganos
involucrados en los procesos de esporogénesis, fecundacion, y formacidn del fruto y la semilla. Una
de las caracteristicas principales por las que se puede definir al grupo de las angiospermas es la
presencia de la doble fecundacién con la formacion de endospermo; la cual fue descubierta por
Nawaschin (1898) en las especies Lilium martagon y Fritillaria tenella (Liliaceae) (Raghavan, 2003).

La ovocélula y la célula central, forman parte del gametofito femenino en el interior del dvulo,
mientras que las células espermaticas se originan a partir de la célula generatriz en el grano de polen
(Raghavan, 2003; McCauley et al., 2013).

La doble fecundacidn representa la fusidn de las células espermaticas; de las cuales el nucleo de una
de una de ellas se fusiona con la ovocélula o gameto femenino originando el embridn (singamia) y el
nucleo de la otra célula espermatica se une a los nucleos polares de la célula central formando el
endospermo (triple fusion).

El gametofito femenino en las angiospermas, recibe también el nombre de saco embrionario 6
megagametofito; generalmente estd formado por siete células y ocho nucleos; este tipo de saco
embrionario se presenta aproximadamente en el 70% de las angiospermas, conocido como de tipo

Polygonum (Figura 1), debido a que fue descrito por primera vez en la especie Polygonum



divaricatum L. (Maheshwari, 1948; Raghavan, 2003). Se pueden encontrar variantes del desarrollo del
saco embrionario y esto depende tanto del nimero de nucleos de megasporas que lo originan, como

del nimero final de células que lo forman (Baroux et al., 2002).

Extremo micropilar

Extremo calazal

Figura 1. Esquema del gametofito femenino tipo Polygonum, compuesto por siete células y ocho nucleos. s= sinérgidas;
o=ovocélula; cc= célula central; a= antipodas (Modificado de Haig, 1990).

IL.Il. Familia Podostemaceae Rich. Ex Kunth

Las relaciones filogenéticas de la familia Podostemaceae se encuentran sustentadas por datos
morfoldgicos y andlisis moleculares de los fragmentos ribosomales rbcL, y 18S, sugiriendo que la familia
pertenece al orden Malpighiales y las familias mas relacionadas filogenéticamente son: Calophyllaceae e
Hypericaceae, siendo ésta ultima el grupo hermano de las podostemaceas (Figura 2) (Soltis et al., 1999;
Kita y Kato, 2001; Typpery et al., 2011; APG, 2013).

La familia, cuenta con 48 géneros y alrededor de 270 especies que en su mayoria son monotipicas

(Cook, 1996).
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Ctenolophonaceae

Erythroxylaceae
Rhizophoraceae
Irvingiaceae
Pandaceae

Ochnaceae

k Bonneticaceae

Clusiaceae

Calophyllaceae
Hypericaceae
Podostemaceae
Lophopyxidaceae
Putranjivaceae
Caryocaraceae
Centroplacaceae
Elatinaceae

Malpighiaceae

Balanopaceae
Trigoniaceae
Dichapetalaceae
Euphroniaceae
Chrysobalanaceae
Humiriaceae
Achariacecae
Goupiaceae
Violaceae
Passifloraceae
Lacistemataceae
Salicaceae
Peraceae
Rafflesiaceae
Euphorbiaceae
Phyllanthaceae
Picrodendraceae
Linaceae

Ixonanthaceae

Figura. 2. Relaciones filogenéticas de la familia Podostemaceae (Modificado de APG, 2013).
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Van Royen (1954) inicialmente dividié a la familia en dos subfamilias, Podostemoideae, constituida
aproximadamente por 40 géneros y Tristichoideae, compuesta por cinco géneros, incluyendo al género
Weddellina. Actualmente, los géneros de la familia se encuentran distribuidos en tres subfamilias:
Tristichoideae con cinco géneros, Podostemoideae con 42 géneros y Weddellinoidae que contiene el
género monoespecifico Weddellina (Philbrick y Novelo, 1995; Cook, 1996; Tippery et al., 2011).

Los caracteres que permiten reconocer a las subfamilias Tristichoideae, Podostemoideae vy
Weddellinoidae son, principalmente, el nimero de carpelos y de estigmas en la flor, presencia o
ausencia de estilo, tiempo de formacidn de los tegumentos y del plasmodio nucelar, asi como el tipo de

células nucelares que participan en el desarrollo del plasmodio nucelar (Murguia-Sanchez, 2003).

Su distribucion se encuentra limitada a los trépicos y subtrépicos de todo el mundo; existiendo una gran
cantidad de géneros y especies endémicas a un solo rio o sistema de rios (Rutishauser, 1997; Novelo y
Philbrick, 2000). Representantes de la subfamilia Tristichoideae se pueden encontrar en el este de Asia,
al noroeste de Australia, Africa y América (Figura 3), la subfamilia Podostemoideae presenta una
distribucién pantropical (Figura 4) y la subfamilia Wedellenideae se localiza en el norte de Sudamérica

(Figura 5) (Philbrick y Novelo, 1994; 1995; APG, 2013).

En América las podostemaceas se encuentran distribuidas desde México hasta el noroeste de Argentina
(Philbrick y Novelo, 1995). Para México se han reportado cinco géneros y nueve especies, de las cuales
un género y tres especies son endémicas (Novelo y Philbrick, 1997, 2000; Reyes-Ortega et al., 2009). Las
podostemdceas crecen en la superficie de las rocas sumergidas en corrientes rapidas y en cascadas,
presentdndose en un rango de temperatura de 14 a 27 °C, alcanzando profundidades de hasta 100 cm.
Se encuentran comunmente en rios oligotroficos, pero algunas especies son capaces de soportar niveles
de contaminacidn considerables, en especial en la época de secas, cuando el nivel del agua en los rios se

encuentra bajo (Quiroz et al., 1997).
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Figura 5. Mapa de distribucién subfamilia Wedellinoideae (Tomado de APG 2013).
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ILIIl. Morfologia

Las podostemaceas se caracterizan por su considerable diferencia con el resto de las angiospermas
(Jager-Zirn, 1997) debido a sus diversas adaptaciones morfoldgicas, las cuales les han permitido
colonizar el ambiente acudtico. Presentan un cuerpo vegetativo originado por la compresién
dorsiventral de las raices, de los tallos, o de ambos provocando que sean confundidas con liquenes,
algas y musgos (Rutishauser, 1997; Rutishauser et al., 1999; Sehgal et al., 2007, Katayama et al., 2011).
Las podostemdceas pueden adherirse al sustrato gracias a la presencia de pelos unicelulares en la parte
ventral del tallo taloide, los cuales interactian con los polisacaridos producidos por cianobacterias

presentes en el sustrato, formando lo que se conoce como biopelicula (Jager y Ziirn, 2000).

Il. IV. Reproduccion sexual

Las podostemaceas poseen los érganos vegetativos sumergidos en el agua y anclados al sustrato rocoso,
presentando su maximo desarrollo vegetativo en la temporada de lluvias (Philbrick y Novelo, 1995;
Luna, 2006; 2010).

La época de floracidn inicia cuando baja el nivel del agua en los rios y quedan expuestas las flores
(Philbrick y Novelo, 1994). La polinizacion y la fecundacion se presentan inmediatamente después de
este periodo. La floracién y la germinacién estan correlacionadas con la estacion lluviosa, y las semillas
germinan hasta la siguiente temporada de lluvias.

Los botones florales que se encuentran inmersos en el tallo de la planta salen a la superficie por
elongacion de los pedicelos, lo que originard una antesis aérea, presenta reduccion floral, en donde las
partes florales tienden a disminuir en nimero y tamafio, aunque son perfectas (Murguia-Sanchez et al.,
2001; 2002; Luna, 2006).

Esta familia, en contraste con la mayoria de las angiospermas acudticas, tiene una gran produccién de
flores, frutos y semillas (Philbrick y Novelo, 1997), lo que implica que su reproduccién es
fundamentalmente sexual, a diferencia del resto de las plantas acudticas, que se reproducen
mayormente por via asexual. Los frutos se desarrollan fuera del agua, una vez que la parte vegetativa se

ha secado.
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Las flores de las podostemaceas son hermafroditas y el perianto suele estar muy reducido o en su caso
ausente. De manera usual los estambres estan asociados a tépalos, que son pequeios o ausentes, sélo
existe un pistilo y son principalmente casmdgamas, aunque puede haber cleistogamia bajo el agua
(Novelo y Philbrick, 1993; 1997; Philbrick y Novelo, 1998; Novelo y Philbrick, 2000; Philbrick et al, 2006;
Khosla et al., 2009). Los sindromes de polinizacion presentes en esta familia son la anemofilia o

entomofilia y en algunas ocasiones puede ocurrir autogamia (Jager-Ziirn, 1997).

Il. V. Embriologia

En la primera década del siglo XX se establecié que en el dvulo se localizan los caracteres embriolégicos
gue definen a la familia Podostemaceae.

Durante el desarrollo del évulo, se observa la formacidn de un pseudosaco embrionario (también
llamado plasmodio nucelar), a causa de la degradacién de las paredes celulares de las células nucelares y
se le consideré como un reservorio ideal de agua, por esta razon se acufié el término de plasmodio
nucelar, para precisar que esta estructura tiene su origen a partir de la nucela. Asi el plasmodio nucelar
aparentemente substituye la funcidon del endospermo ya que en ausencia de éste, se encarga de nutrir
al saco embrionario y posteriormente al embrién (Arekal y Nagendran, 1977; Murguia-Sanchez, 2003;

Katayama et al., 2011).

Il. V.a. Ovulo

Los 6vulos en la familia Podostemaceae se reportan como anatropos, bitégmicos y tenuinucelados; el
tegumento interno es mas corto que el tegumento externo (Mukkada, 1969; Arekal y Nagendran, 1977;
Jager-Zirn, 1997; Murguia-Sanchez et al., 2001, 2002; Ameka et al., 2002; Razi, 1949; Sehgal et al., 2010;
Chaudhary et al., 2014).

I.V.b. Saco embrionario

Trabajos previos reportan que, para la gran mayoria de las especies estudiadas hasta el momento de la
familia Podostemaceae, los sacos embrionarios son tetracelulares, formados por dos sinérgidas, la
ovocélula y la célula central con un solo nucleo, las cuales pueden tener algunas variaciones

dependiendo del origen y tipo de desarrollo (Arekal y Nagendran, 1977; Cook y Rutishhauser, 2007; Razi,
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1949; Sehgal et al., 2010; Chaudhary et al., 2014). Todos estos estudios han usado la microscopia
fotdnica y para algunas especies se han reportado diversos tipos de desarrollo del saco embrionario,
como el tipo Apinagia (Figura 6a) en donde el saco embrionario se desarrolla por dos divisiones
mitéticas del nucleo funcional de la diada (producto de la meiosis I), el cual estd formado por dos
sinérgidas, la ovocélula y la célula central con un solo nlcleo, que aparentemente no tiene funcién
(Nagendran et al., 1977).

El tipo Podostemum (Figura 6b) es bispdrico, es decir son los dos nucleos de la diada calazal los
que intervienen en su formacion. En este tipo de desarrollo, sélo se lleva a cabo una divisién mitdtica,
dando origen a dos sinérgidas, la ovocélula y la célula central con un nucleo, que también parece ser no
funcional. El tipo Polypleurum (Figura 6c) también es bispdrico y estd formado por una sinérgida, la

ovocélula y dos células hacia el extremo calazal (Nagendran et al., 1977).

Diada

CMM Extremo micropilar Mitosis | Mitosis Il Saco embrionario

Meiosis |

Extremo calazal

Figura 6. Representacion de los diferentes tipos de desarrollo del saco embrionario en miembros de la familia
Podostemaceae. a= Apynagia, b= Podostemum, c=Polypleurum. Tomado de Nagendran et al., 1977.
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Il. VIII. Oserya Tul. & Wedd.

Oserya es un género neotropical descrito por Tulasne en 1849 (Tippery et al., 2011); se trata de un
género americano, de seis especies, de las cuales cinco se distribuyen en el norte de Brasil y al noroeste
del sur de América. Oserya es disyunta geograficamente; su rango norte incluye centro y sur de México,
mientras que su distribucidn al sur es predominante en el norte de Sudamérica. La especie se encuentra
desde el nivel del mar hasta los 2000 msnm.

El género contiene especies anuales o perennes. Son hierbas pequeiias, con raices alargadas, postradas
y aplanadas. Los tallos surgen lateralmente a lo largo de las raices, opuestos o subopuestos. Hojas
disticas; peciolo cilindrico o aplanado, hoja repetidamente bifurcada, a veces con una vaina y una
estipula interpeciolar. Flores hermafroditas, zigomorfas, pediceladas, solitarias, axilares, cubiertas por
una espatela en forma de saco o en forma de clava. Tépalos dos, con apariencia escamosa. Estambres
uno a dos, deciduos; anteras basifijas, con dehiscencia introrsa, extrorsa a lateral. Polen liberado en
monadas. Ovario bilocular, con dos carpelos desiguales. Estigmas dos, libres o basalmente fusionados,
conicos; ovulos numerosos; placenta axilar. Capsula bilocular, con dos valvas desiguales, una de las
valvas a veces caduca, 6 a 14 costillas, los margenes de su sutura engrosados. Semillas numerosas (Cook,

1996).

En analisis filogenéticos recientes (Tippery et al., 2011) se ha puesto de manifiesto que la clasificacién
tradicional basada sélo en caracteres morfolégicos no es util para el reconocimiento de grupos en
Podostemaceae. Tomando en cuenta la propuesta de Tippery (Tippery et al., 2011) basada en una
combinacidon de datos moleculares y morfoldgicos (ITS, rbcL, trnL), el género refleja una disyuncion
mexicana/sudamericana (Figura 7) y en cuanto a los caracteres morfoldgicos, las especies mexicanas
presentan anteras dehiscentes, introrsas o latrorsas, uno a tres (O. coulteriana) o dos (O. longifolia)
estambres por flor, y capsulas con seis costillas sin sutura. En contraste con las especies sudamericanas
de Oserya que presentan anteras con dehiscencia extrorsa, un solo estambre y diez costillas sin sutura.

Debido a las diferencias mencionadas entre los miembros de Oserya en México, comparadas con las
sudamericanas, Tippery et al., (2011) establecid un nuevo género con dos especies para los miembros

de Oserya distribuidos en México: Noveloa coulteriana y Noveloa longifolia.
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Figura 7. Consenso estricto de los arboles mds parsimoniosos obtenido del analisis combinado de los marcadores moleculares

ITS, rbcL, trnL (Modificado de Tippery et al., 2011).
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Noveloa coulteriana (Tul.) C. T. Philbrick (Antes Oserya coulteriana Tul.)
Noveloa coulteriana es endémica de México. Se distribuye en la vertiente del Pacifico, desde Sonora
hasta Guerrero, Morelos y en Baja California Sur. La especie se encuentra desde el nivel del mar hasta

los 2000 msnm.

Descripcidn botanica

Plantas anuales o perennes, raices postradas y aplanadas, de hasta 15 cm de largo, 0.5 a 1.8 mm de
didmetro; hojas 2 a 10 cm de largo; peciolos aplanados; ldmina 3 a 5 veces dividida, las ultimas
divisiones 0.1 a 0.3 mm de ancho, dpice agudo; tépalos 3, subulados, tépalos laterales 0.7 a 1.5 mm de
largo, tépalos sobre el andropodio 0.4 a 0.8 mm de largo; estambres 2; andropodio 0.9 a 1.5 mm de
largo, filamentos 0.4 a 1.4 mm de largo; anteras 0.4 a 1.1 mm de largo; estigmas 0.2 a 0.6 mm de largo;
pedicelos 1.5 a 7 mm de largo; cdpsulas 1.6 a 2.8 mm de largo y 0.8 a 1.2 mm de diametro; valvas con

tres costillas; en promedio 30 semillas por capsula (Cook, 1996) (Figura 8).

IL.IX. Podostemaceas en México

En México se presentan cuatro géneros y nueve especies de podostemaceas: Marathrum Humb y Bonpl.
(M. rubrum Novelo & C.T. Philbrick, M. schiedeanum (Cham.) Tul., M. tenue Liebm, M. plumosum Novelo
y Philbrick), Noveloa Tul y Wedd (N. coulteriana Tul, N. longiflora Novelo y Philbrick), Podostemum
Michx (P. ricciiforme (Liebm) P. Royen) y Tristicha Du Petit-Thouars (T. trifaria (Bory ex Willd) Spreng)
(Novelo y Philbrick, 1997, Tippery et al., 2011).
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Figura 8. Noveloa coulteriana. A. Aspecto general de la planta; B. Detalle de una raiz de donde emergen nuevos
vastagos con hojas sumergidas; C. Dobles vainas de las hojas de donde emergen las flores; D. Flor joven surgiendo
de la espatela; E. Flor joven vista desde la perspectiva del androceo; F. Corte transversal del ovario; G. Flor

madura; H. Planta expuesta con frutos maduros; I. Detalle de la cdpsula (Tomado de Novelo y Philbrick, 2000).
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n.  JUSTIFICACION

Los estudios embriolégicos de los miembros mexicanos de la familia Podostemaceae son escasos;
existen algunos trabajos que involucran al nuevo género Noveloa (Podostemoideae), pero la mayoria de
ellos son taxondmicos, ninguno de ellos hace énfasis en la estructura del évulo y su relacién con la pared
del ovario en flores en antesis.

El évulo y en particular el saco embrionario que se localiza dentro del évulo, son estructuras muy
pequefias. Su reducido tamafo hace necesario utilizar para su estudio otras técnicas, aparte de la
microscopia fotdnica. Es en estos casos donde la microscopia electronica de transmisién se hace
indispensable.

Noveloa coulteriana es una especie de la cual se tiene muy poco conocimiento sobre la estructura y
ultraestructura del dvulo, a pesar de ser una fuente muy importante de caracteres taxondmicos y

reproductivos.
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IV. OBJETIVOS

IV. I. Objetivo general

Describir la estructura y ultraestructura del évulo de Noveloa coulteriana.

IV. Il. Objetivos particulares

Conocer el tipo de évulo que presenta Noveloa coulteriana.

Identificar las estructuras que almacenan el material de reserva.

Describir las células que conforman al évulo de Noveloa coulteriana.

Identificar las células que componen el saco embrionario de Noveloa coulteriana.

Relacionar al évulo con el pericarpio.

AN N N NN

Relacionar el tamafio del fruto con | produccién de semillas
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V. MATERIALES Y METODOS

V.l Colecta del material

Se realizaron dos colectas; una en enero del 2012 y la otra en enero del 2013 en los rios Horcones,
Municipio de Cabos Corrientes (20°27°12.1”N, 105°17°23.9”0; 371msnm); y Las Juntas del sur,
Municipio de Cabo Corrientes, Jalisco (20°14’43.6”’N, 105°18’42.2"’0O, 347 msnm) (Figura 9). El material
bioldgico consistid de flores en antesis y frutos.

De 20 frutos deshidratados se contabilizaron el nimero de semillas para obtener una relacién del

numero de semillas con el tamafio del fruto.

Figura 9. Mapa de los rios Las juntas del sur y Rio Horcones, localidades en donde se colecté Noveloa coulteriana.

Tratamiento de muestras

V.Il. Procesamiento del material para su observacion al microscopio de luz.

Fijacion

Las flores en antesis de Noveloa coulteriana se fijaron in situ en una mezcla de FAA: (10% de

formaldehido, 5% de acido acético glacial, 50% de etananol y 35% de agua destilada).
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Deshidratacion

La deshidratacion se realizé de manera gradual en una serie de etanol (30%, 40%, 50%, 70%, 85%, 96% y
100%), las muestras se mantuvieron por una hora en cada alcohol y dos horas en alcohol al 100%.
Infiltracién

Las flores en antesis se incluyeron en una mezcla de LR-White puro (resina hidrofilica) y alcohol absoluto
2:1,1:1, 1:2 una hora en cada uno y el ultimo cambio fue de 48 horas; en refrigeracion.

Inclusion

El material se incluyé en LR-White en capsulas de gelatina.

Cortes

Los bloques incluidos en LR-White se cortaron en un ultramicrétomo de rotacién (RMC-MT990), donde
se obtuvieron cortes semifinos de entre 300 y 1000 nm de grosor y los cuales se tifieron con azul de

toluidina al 0.4 %. Estos cortes fueron observados en un microscopio 6ptico.

V.Ill. Procesamiento del material para su observacion al MET.

Fijacidn

El material se fijo6 en una mezcla de glutaraldehido-paraformaldehido (3.5-4%) en amortiguador de
fosfatos (PBS) 1M pH 7.2 a 4 °C, después de 24 horas de fijacidn, se realizaron 6 enjuagues con PBS con
agua destilada y se mantuvieron a 4 °C, posteriormente se postfijo con tetradxido de osmio (1%),
durante dos horas a temperatura ambiente.

Deshidratacion

La deshidratacion se realizé de manera gradual en una serie de etanol (30%, 40%, 50%, 70%, 85%, 96% y

100%) se mantuvieron una hora en cada uno (Lux, 1994; Figura 10).

Infiltracién
Las flores en antesis se disectaron; se removieron los estambres. El material se incluyé en Epdn (resina
hidrofdbica), se utilizd como agente intermediario el éxido de propileno. Se realizaron cuatro cambios

de d6xido de propileno por 20 minutos cada uno, posteriormente se infiltré en una mezcla de éxido de
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propileno-Epdn (7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1) por 24 horas en cada cambio a 4 °C y un ultimo cambio
de Epdn puro.

Inclusion

El material se incluyé en LR-White en capsulas de gelatina.

Cortes

Los bloques incluidos en Epdn se cortaron en un ultramicrétomo, donde se obtuvieron cortes semifinos
de entre 300 y 1000 nm de grosor, los cuales fueron tefiidos con azul de toluidina para poder localizar la
zona de estudio (6vulos, sacos embrionarios). Una vez localizada la zona de estudio se detall6 para la
obtencion de cortes ultrafinos de entre 60 -70 nm con una cuchilla de diamante. Los cortes obtenidos se
colocaron en rejillas de cobre de 150 barrotes, previamente cubiertas con una membrana de formvar al
0.3%.

Contrastacion

Se contrasté con compuestos quimicos de elevado nimero atémico, como el acetato de uranilo al 3% y
citrato de plomo al 0.3%. El contraste de las muestra se realizé por flotacidn; se colocd una gota de
acetato de uranilo en una ldmina de parafilm colocada dentro de una caja petri cubierta por papel filtro,
la rejilla se coloco en la gota por 20 minutos posteriormente se retiré y se lavé con agua destilada (40
gotas), se colocd la rejilla en una caja Petri con papel filtro para secarse.

Para el citrato de plomo se colocé una l[dmina de parafilm en una caja petri, posteriormente colocar una
gota de citrato de plomo y flotar la rejilla por 10 minutos posteriormente se lavé con agua destilada (40

gotas). La caja petri contenia algodén humedo para crear una camara humeda y grajeas de NaOH para
captar el CO2 y evitar que se precipitara.

Las rejillas obtenidas se observaron en un microscopio electrénico JEM-1010 a 80 KV
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V.IV. Pruebas histoquimicas

Prueba de lugol para determinar almidén (Lépez et al., 2005). Cortes en LR-White se les aplico

lugol, se lavaron e inmediatamente se observaron al microscopio dptico.

Prueba rojo “o” de aceite para reservas lipidicas, cutina y suberina. A cortes en LR-White se les
aplico rojo “0” de aceite durante 25 min. Se enjuago con alcohol al 50% y un segundo enjuague
con alcohol al 30%, posteriormente se realizd un ultimo enjuague con agua. Se montd en jalea

glicerinada, previamente fundida en baifio Maria. Se observaron al microscopio éptico
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Figura 10. Procesamiento de évulos de Noveloa coulteriana
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VI. RESULTADOS

VL.I. Observaciones en campo

Noveloa coulteriana es una especie endémica de México. Habita rios de corrientes rapidas con sustrato
rocoso de origen granitico y con una gran incidencia de sol sobre las rocas. Crece formando parches en
las partes bajas de las rocas, donde cohabita con otras especies de podostemaceas como son Tristicha
trifraria, Marathrum rubrum y Marathrum plumosum (Figura 11 y 12A). Cuando comparte la roca con
otras podostemaceas, siempre se le ha observado creciendo en la parte inferior de la roca, junto con
Tristicha trifaria. En las partes superiores siempre se encuentran especies de Marathrum vy
Vanroyenella.

La fase vegetativa se desarrolla bajo el agua; durante la época lluviosa del afio inicia el crecimiento
vegetativo y formacion de botones florales inmersos en el tallo, las hojas que caracterizan a N.
coulteriana son disticas, las cuales puede apreciarse en la parte vegetativa (Figura 12B).

Aunqgue las condiciones climaticas en las dos localidades son similares, se pudo apreciar que N.
coulteriana adquiere dos colores distintos (rojo y verde), dentro del mismo rio o en distintos rios
(Ldmina 12B y 12C).

La floracion de N. coulteriana tiene lugar en la temporada seca del afo (diciembre- enero, a veces
febrero), y esta correlacionada con los niveles de agua presentes en los rios; cuando baja el nivel del
agua los botones florales quedan expuestos al ambiente aéreo y es hasta entonces cuando se rompe la
espatela y comienza la elongacidon de pedicelos y pueden observarse flores en antesis y frutos. La
floracién también es asincrénica alin en una misma roca, se pueden apreciar distintas etapas de
desarrollo, desde botones florales dentro de la espatela pegados al tallo, hasta frutos maduros de color

café y con el pedicelo muy adelgazado (Figura 12D y 13).
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Figura 11 Habitat de Noveloa coulteriana. A. Rio Los Horcones. B. Rio juntas del Sur. C. Creciendo sobre el sustrato rocoso.

D. Parte vegetativa y reproductiva expuesta al medio aéreo.
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Figura 12. Noveloa coulteriana A) Asociacién con otras especies de la misma familia. B) Cuerpo vegetativo sumergido C)

Etapa en donde comienza a bajar el nivel del agua junto con otras Podostemaceae. D) Flores en antesis y frutos sobre la

roca, por encima del nivel del agua TT: Tristicha trifaria, MR: Marathrum rubrum, NC: Noveloa coulteriana.
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2 mm

de Novelo y Philbrick, 2000)

Figura 13. A) Flores en antesis de Noveloa coulteriana. B) Esquemas de flor emergiendo del andropodio C) Fruto (Tomado
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VI.Il. MORFOLOGIA DE LA FLOR Y EL FRUTO

La flor en antesis es una flor pequefia, de aproximadamente 2 mm de longitud. Se trata de una flor
hermafrodita asociada a dos tépalos laterales y un tépalo en la base del andropodio un poco menor que
los otros, presentan un color verde-rosado. Después de la fecundacion y a medida que avanza la
maduracion del fruto, éste se torna de un color verde muy claro, que va cambiando hasta tornarse de un
color café obscuro que corresponde a un fruto maduro. Las anteras en esta etapa han desaparecido o se

encuentran secas pegadas al fruto que mide aproximadamente 2 mm (Figura 14A).

VL.IIl. ESTRUCTURA DEL OVARIO Y OVULO

OVARIO

El ovario es bilocular, evidentemente separado por un septo delgado, a cuyos lados se extiende la
placenta, formada por células parenquimaticas con paredes celulares primarias muy delgadas. La
placentacion es axilar, con células que contienen abundantes reservas de almidén (Figura 14B).

La pared del ovario estd formada aproximadamente por cinco estratos celulares. Consiste de una
epidermis externa, con una cuticula sobre un estrato de células epidérmicas que no dejan espacios entre
ellas, subepidérmicamente se encuentran unos tres o cuatro estratos de células parenquimaticas con
muchas inclusiones de oxalato (drusas) y la capa adyacente a la epidermis interna de células
parenquimaticas con contenido morfoldgicamente distinto a las otras células del parénquima
probablemente lipidos (Figura 14C). La epidermis interna, también monoestratificada, con gran cantidad
de lipidos, con una cuticula muy gruesa en la superficie que se ubica hacia el l6culo (Figura 14D).

ovuLo

El évulo es andtropo, bitégmico, exdstomo y casi sésil (Figura 15A). Se producen aproximadamente de
15 a 20 d6vulos por ovario unidos a la placenta, mediante un casi imperceptible funiculo compuesto por

tres estratos celulares (Figura 15B).

El tegumento interno se compone de dos a tres estratos celulares, de células con paredes celulares
primarias, uninucleadas que en su interior contienen menor cantidad de almidén en comparacion con el

tegumento externo (Figura 15C).
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El tegumento externo se compone de tres a cuatro estratos de células, con células isodeamétricas,
uninucleadas con paredes celulares primarias muy delgadas; en su interior hay almacenadas grandes
cantidades de almiddn. Es el tegumento externo quien forma el micrépilo (Figura 15D).

Nucela

La nucela en etapa de flores en antesis estd completamente degradada (Figura 15D).

VL.IV. ULTRAESTRUCTURA DEL OVARIO Y OVULO

OVARIO

La epidermis externa estd compuesta de células anticlinalmente alargadas, con paredes celulares
primarias, aparentemente con poca actividad celular. La epidermis interna estda compuesta de células
de forma tubular, poseen paredes celulares primarias y un contenido denso, homogéneo, que ocupa
casi todo el lumen celular, de naturaleza lipidica (comunicacién personal de Claudia Espinoza, reaccién
positiva al rojo o de aceite), una cuticula muy gruesa, en comparacién con la de la epidermis externa
formada por varias “lamelas” de cutina. Adyacente a la epidermis interna, existe una capa de células
parenquimatosas, de morfologia diferente al resto del parénquima que también contienen

acumulaciones lipidicas y otras sustancias de naturaleza desconocida (Figura 16).

ovuLo
El tegumento externo estd formado por células del tegumento externo son células parenquimaticas, de
paredes primarias muy delgadas, que presentan un nucleo conspicuo localizado centralmente y un

citoplasma con gran cantidad de inclusiones (Figura 17).

Las células del tegumento interno localizadas en el extremo calazal presentan un nucleo y nucléolo
conspicuo localizado centralmente, las células adyacentes a las células nucelares poseen vacuolas y un
nucleo y nucléolo conspicuo, localizado en la periferia. Las células localizadas en la zona micropilar
presentan un nucleo desplazado a la periferia por la gran cantidad de inclusiones, que practicamente

ocupan todo el citoplasma (Figura 18).
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Nucela
La nucela estd practicamente degradada, se pueden observar algunas células en proceso de lisis. El

plasmodio nucelar en flores en antesis se encuentra completamente desarrollado (Figura 19).

SACO EMBRIONARIO

El saco embrionario es tetracelular, compuesto de dos sinérgidas, la ovocélula y la célula central. Las
sinérgidas se localizan hacia el micrépilo, poseen un citoplasma denso. La célula central uninucleada se
localiza hacia la zona calazal y presenta un citoplasma denso, con grandes ciumulos de cromatina. La

ovocélula se observa muy pequefa y probablemente en degeneracién (Figura 20).
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A

Figura 14. Ovario de Noveloa coulteriana A) Botdn floral emergiendo de la espatela. B) Corte longitudinal de ovario
C) Pared del ovario D) Epidermis interna con células parenquimaticas adyacentes, flecha Indica incrustaciones de
oxalato de calcio. AN: Antera, CUI: Cuticula interna, EPI: Epidermis interna, OVA: Ovario, PA: Parénquima, PO: Pared

del ovario, SEP: Septo, SP: Espatela, ST: Estigma.
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Figura 15. Ovulo de Noveloa coulteriana. Corte longitudinal de évulo. B) Acercamiento funiculo C) Tegumento

interno y tegumento externo. D) Zona en donde convergen tegumento externo y tegumento interno. FU: Funiculo,

MC: Micrépilo OV: Ovulo, PN: Plasmodio Nucelar, PL: Placenta, SE: Saco embrionario.
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Figura 16. Pared del ovario. A) Epidermis interna B) Células epidermis interna con vacuolas, lipidos, ntcleo y nucléolo
C) Células parenquimaticas adyacentes a epidermis interna D) Células parenquimaticas localizadas entre epidermis
interna y epidermis externa felchas sefalan pared celular. AL: Almidén, CP: Células parenquimaticas, CUI: Cuticula

interna, EPI: Epidermis interna, LP: Lipidos, NU: Nucleo, PC: Pared Celular
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Figura 17. Tegumento externo (MET). A) Estratos celulares que forman el tegumento externo. B) Células del

tegumento externo, flechas indican material de resera. MR: Material de reserva, NU: Nucleo.
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Figura 18. Tegumento interno A) Estratos que forman el tegumento interno B) Células tegumento interno zona calazal C)
Tegumento interno zona micropilar D) Acercamiento células tegumento interno zona micropilar, flechas indican pared
celular. E) Células tegumento interno adyacentes a células nucelares. NU: Nucleo, PC: Pared celular, PN: Plasmodio
Nucelar, Tl: Tegumento interno, VA: Vacuolas ZC: Zona calazal, ZM: Zona micropilar.
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Figura 19. Plasmodio Nucelar con algunos remanentes de células nucelares en lisis. CN: Células nucelares en lisis, PN:
Plasmodio Nucelar.
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Figura 20. Saco embrionario. A y B) Saco embrionario tetracelular se pueden apreciar algunas células nucelares en

degadacidn. CC: Célula central, CN: Células nucelares, Tl: Tegumento interno, Sl: Sinérgidas, OC: Ovocélula.
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VII. DISCUSION

El fruto maduro deshidratado de Noveloa coulteriana contiene entre 30 y 35 semillas (Philbrick, 1997),
mismo dato que se confirmd en este trabajo, donde se obtuvo un promedio de 30 semillas por cdpsula.
Esto es notable en comparacidn con otros frutos de la subfamilia Podostemoideae, los cuales contienen
entre 700 y 900 semillas como se observa en Marathrum rubrum (Philbrick, 1997).

Se pensaria que la produccién baja de semillas esta correlacionada con el tamafio de los frutos, pues M.
rubrum presenta un fruto maduro en promedio de 4.5 a 5 mm de largoy de 1.7 a 2.2 mm de didmetro,
mientras N. coulteriana posee un fruto 1.6 a 2.8 mm de largo y 0.8 a 1.2 m de diametro (Cook, 1996;
Philbrick, 1997).

Realizando una proporcion entre los tamanos promedios de los frutos y la produccion de semillas en
ambas especies, se obtuvo una relacion 5/2 lo cual indica que el tamafio del fruto no esta directamente
relacionado con el numero de semillas por fruto.

Observaciones en campo indican que mientras las especies de Marathrum pueden crecer en las rocas,
solas o acompafiadas con otras podostemaceas, N. coulteriana nunca se ha observado creciendo como
especie Unica sobre la roca, siempre ocupa los lugares inferiores en la misma. Hasta el momento no hay
una hipétesis satisfactoria para explicar esta distribucion de Noveloa, pero su posicién sobre la roca
puede explicarse por una necesidad de incidencia luminosa menor que las podostemaceas que crecen
en la parte superior y que por cierto son de mayor tamafio, como M. rubrum y M. schiedeanum. La
presencia de plantas de N. coulteriana con dos colores distintos en el mismo rio o en diferentes rios se
debe a la predominancia de antocianinas sobre los pigmentos clorofilicos y probablemente esté
relacionado también con la incidencia luminica.

En N. coulteriana tanto la pared del fruto como la placenta y los tegumentos del évulo, contienen
abundantes reservas, mismas que se presentan en la antesis y que van incrementando conforme
maduran el fruto y las semillas, hasta llegar a un maximo (fruto de color verde) posteriormente empieza
a decrecer conforme se presenta la deshidratacién del fruto y llega a su minima concentracién durante
la dispersion de las semillas (Comunicacion personal de Claudia Espinosa). Esta investigacion se realizo
solo en la etapa de flores en antesis y ya se observan abundantes reservas en el pericarpio y los dvulos,

mismas que deben sostener la maduracién de los évulos para su transformacion en semillas.
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En esta familia se han reportado tres tipos de gineceo. Para la subfamilia Wedellinoideae (Jager-Ziirn,
1997) el gineceo esta formado por un ovario bicarpelar y un septo incompleto. Para la subfamilia
Podostemoideae se reporta un ovario bicarpelar sincarpico, con un septo delgado (Razi, 1949;
Chaudhary et al., 2014) y en la familia Tristichoideae el ovario es tricarpelar y trilocular sincarpico
(Murguia-Sanchez, 2003; Seghal et al., 2010). Los resultados obtenidos corroboran que N. coulteriana
presenta un gineceo con un ovario bicarpelar sincarpico y un septo delgado.

Los estudios estructurales del ovario son muy escasos para las especies de la familia Podostemaceae,
para N. coulteriana se describe que el ovario contiene una gran cantidad de almidén y que las células de
la epidermis interna del ovario son binucledas y semejantes a un tapete tegumentario (Kapil, 1970). En
Lawia ceylanica las células de la epidermis interna son de mayor tamafio que las células que forman la
epidermis externa, y las capas de parénquima que siguen son de gran tamafio y con grandes reservas de
almidoén (Razi, 1949).

Para N. coulteriana el ovario contiene grandes cantidades de almiddén y se trata de células uninucleadas
lo cual nos puede sugerir que probablemente la descripcion de la epidermis interna del ovario
semejante a un tapete tegumentario se trate de un error de apreciacién.

Sin embargo, en estudios preliminares con microscopia de campo oscuro y de polarizacién, parece ser
que las reservas son en su mayoria polisacaridos insolubles pero el almidén es escaso (Datos no
presentados).

La ultraestructura de la epidermis interna de la pared del ovario de N. coulteriana sugiere que la funcidn
de este estrato celular es evitar la entrada de agua a los évulos en crecimiento y posterior desarrollo de
las semillas (Esau, 2008, Azcarraga, 2010). La fase gametofitica se inicia cuando la planta se encuentra
sumergida y esta fase se lleva a cabo en el interior del tallo aplanado con las estructuras reproductoras
envueltas en una espatela, lo cual implica que existe un aislamiento con respecto al ambiente acuatico
que lo rodea. No es sino hasta el momento que el botdn floral emerge y sale del agua que se presenta la
ruptura de la espatela (Cook, 1996; Jager-Zurn y Grubert, 2000).

Las células del tegumento externo de los dvulos de N. coulteriana son células uninucleadas, en las cuales
se acumula gran cantidad de lipidos y almiddn, producto de la translocacion de fotosintatos de la planta
madre a los évulos. Estas reservas servirdn para sustentar el embrién durante la maduracién de la

semilla, puesto que, el pedicelo que crece y eleva al gineceo y que lo conecta con la planta madre
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reduce su didmetro, se torna café y probablemente se oblitere y corte el paso de sustancias hacia el
fruto y las semillas en maduracioén.

Las células del tegumento interno son células uninucleadas que difieren en morfologia y estructura
respecto a las células del tegumento externo. La presencia de vacuolas en dichas células es muy
evidente, se sabe que en general las vacuolas que se presentan en el citoplasma de las plantas, puede
contener, ademads de agua y pH frecuentemente acido, antocianinas y flavonas responsables del color
de flores y frutos, cristales de oxalato de calcio (drusas y rafidios) como productos de metabolismo o

reservorios de calcio (Azcarraga, 2010).

En la mayoria de las angiospermas, la nucela permanece en el interior del espacio delimitado por el
tegumento interno y en este mismo espacio tiene lugar la megasporogénesis y la megagametogénesis
(McCauley et al., 2013). En Podostemaceae, esta estructura se transforma en un plasmodio nucelar. En
N. coulteriana el plasmodio nucelar inicia su formacién antes de la fecundacién y en la etapa de flores
en antesis se encuentra completamente desarrollado.

La doble fecundacion es considerada un fendmeno universal y definitivamente una caracteristica
ancestral de las angiospermas, que las define como grupo monofilético. Esto involucra la fusién de un
gameto masculino con la ovocélula, para formar un cigoto diploide que posteriormente formara el
embrién y la fusidon del otro gameto masculino con los nucleos polares de la célula central, para formar
un endospermo triploide (Faure, 2000; Williams y Friedman, 2004).

El 70% de las angiospermas estudiadas presenta un desarrollo de saco embrionario de tipo Polygonum
gue consiste de siete células y ocho nucleos: dos sinérgidas, la ovocélula y la célula central con dos
nucleos polares y tres antipodas (Raghavan, 2003). En las Podostemaceae, en general y en particular en
N. coulteriana el saco embrionario o gametofito femenino posee solo cuatro células y se localiza por

debajo del apice del tegumento interno, entre éste y el tegumento externo que forma el micrépilo.

Ausencia de la doble fecundacion

Una caracteristica importante dentro de las podostemaceas, asociada a la ausencia de la doble

fecundacion, es el tiempo de degeneracién de la célula central.
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Para la subfamilia Tristichoideae esta célula degenera antes de la fecundacién (Sikolia, 2008, 2009;
Seghal et al., 2010). Para la subfamilia Podostemoideae la célula central persiste hasta la etapa de la

fecundacion (Razi, 1949; Nagendran et al., 1977; Jager-Zirn., 1997).

Chaudhary et al., (2014), demuestra que en Zeylanidium lichenoides (Tristichiodeae) solo ocurre una sola
fecundacion, debido a que la célula central degenera antes de la llegada de los tubos polinicos.
Jimenéz-Duran et al., (2010), sugirié que la célula central de Marathrum schiedeanum (Podostemoideae)
sufre muerte celular programada del tipo autofagico debido a la presencia de un nucleo picnético, lo
cual sugiere la falta de la doble fecundacion.

La existencia de una sola fecundacién en las angiospermas ha sido documentada en las especies de
Spiranthes sinensis (Orchidaceae) y algunos hibridos del maiz. En S. sinensis se debe a una anormalidad
en la microgametogénesis, en donde solo un gameto masculino se forma, debido a la falla de la célula
generatriz (Chaudhary et al., 2014).

En N. coulteriana se observa un saco embrionario con cuatro células, que corresponden a dos
sinérgidas, una ovocélula y una célula central. La ultraestructura del saco embrionario no permite
distinguir si la célula central estd o no en degeneracidn. Es necesario realizar cortes seriados del saco
embrionario para determinar, sin lugar a dudas, si en esa etapa la célula central esta en degeneracion.
Ademas seria recomendable utilizar otras metodologias, como la deteccion de muerte celular
programada, para poder afirmar dicho fendmeno.

La estructura del évulo de N. coulteriana sigue los patrones reportados para la subfamilia

Podostemoideae en particular y la familia Podostemaceae en general.
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VIIl. CONCLUSIONES

La descripcion ultraestructural del évulo de Noveloa coulteriana es uno de los primeros aportes, con

este método, que se realiza para las Podostemaceas americanas y el primero para Noveloa.

Noveloa coulteriana presenta un ovario bicarpelar, con évulos anatropos, bitégmicos, exéstomos, y casi

sésiles.

La epidermis interna del ovario, en flores en antesis, presenta células con una gran cantidad de lipidos y

una cuticula sumamente gruesa, que aisla a las semillas durante su desarrollo.

El nimero de estratos celulares de los tegumentos varia de acuerdo con la posicién que ocupan en el

ovulo.

Las células del tegumento externo presentan mayor cantidad de reservas en su interior, en comparacion

con las células que constituyen al tegumento interno, en flores en antesis.

Existe abundante material de reserva que se almacena en la placenta, en los tegumentos de los évulos y

en el pericarpio, en las flores en antesis.

En las flores en antesis, el saco embrionario es tetracelular, formado por dos sinérgidas, la ovocélula y la

célula central, que aparentemente se encuentra en degeneracion.
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