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Resumen

La familia Podostemaceae es de entre las angiospermas acuaticas, la mas
numerosa. Habita en cascadas o rios de corrientes rapidas, su ciclo de vida esta
ligado a la estacionalidad de dichos cuerpos de agua. Las especies de
Podostemaceae poseen caracteristicas embriolégicas Unicas, una de ellas es la
ausencia de la doble fecundacion y, por lo tanto, la ausencia de endospermo, y la
presencia de una estructura llamada plasmodio nucelar. La familia Podostemaceae
se encuentra dividida en tres subfamilias: Podostemoideae, la que contienen al
mayor numero de especies, y a la cual pertenece Noveloa coulteriana (Tul.) C.T.
Philbrick, Tristichoideae (con seis géneros) y Weddellinoideae (monotipica).
Noveloa coulteriana es una especie endémica de Meéxico, que se localiza
particularmente en la vertiente del Pacifico desde Baja California Sury Sonora hasta
Guerrero.

En esta investigacion, se llevo a cabo un estudio a nivel estructural y ultraestructural
del desarrollo del plasmodio nucelar en N. coulteriana, a través de la microscopia
de luz y electrénica de transmision. En el presente trabajo se reporta que las
paredes de las células nucelares de N. coulteriana no se degradan en el tiempo
indicado como ocurre en otros miembros de la subfamilia Podostemoideae. Este
proceso se retrasa, ya que las paredes comienzan a presentar signos degradacion,
cuando ya existe un embrion de al menos cuatro células, lo cual no coincide con lo
reportado para la subfamilia Podostemoideae. Por otra parte, dado que un
plasmodio se define como una masa citoplasmatica con nacleos morfolégicamente
bien formados, esta definicion no corresponde con lo observado en N. coulteriana,
ya que el estado de los nucleos que componen a la nucela se encuentran en

degradacion, desde que el boton floral se encuentra dentro de la espatela.



Abstract

The family Podostemaceae, is among the angiosperms aquatic, the most numerous.
It lives in waterfalls or fast-flowing rivers, its life cycle is linked to the seasonality of
these bodies of water. The family has unique embryological characteristics, one of
them is the absence of double fertilization and, therefore, the absence of endosperm
and the presence of a structure called nucellar plasmodium. The Podostemaceae
family is divided into three subfamilies: Podostemoideae, which contains the largest
number of species, and to which belongs Noveloa coulteriana, Tristichoideae and
Weddellinoideae (monotypic). N. coulteriana is an endemic species of Mexico, which
is localized particularly in the Pacific slope from Baja California Sur and Sonora to
until Guerrero states.

In this research, the structural and ultrastructural study of the development of the
plasmodium nucelar in N. coulteriana was carried out through light microscopy and
transmission electron microscopy. It is reported in the present work that Noveloa
coulteriana does not degrade cell walls of nucellular cells at the time indicated for
Podostemoideae, to which it belongs. This process begins when there is already an
embryo of at least 4 cells, which does not coincide with that reported for the
Podostemoideae. On the other hand, given that a plasmodium is defined as a
cytoplasmic mass with morphologically well-formed nuclei, this definition does not
correspond to that observed in N. coulteriana, since the state of the nuclei that make

up the nucellus are in degradation since the bud flower is inside the spatella
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Introduccién

Podostemaceae esta incluida en el orden Malpighiales, es la familia de
angiospermas estrictamente acuaticas mas grande (Rustishauser, 1997), con
aproximadamente 270 especies y 48 geéneros, ubicados en tres subfamilias;
Podostemoideae, que incluye a la mayoria de los géneros, Tristichoideae, con seis
géneros (Koi et al., 2012) y Weddellinoideae, monotipica (Tippery et al., 2011). Se
encuentran presentes tanto en el viejo como en el nuevo mundo y su distribucién es
principalmente en regiones tropicales y subtropicales (Philbrick y Novelo, 1995).

La morfologia vegetativa de la familia difiere sustancialmente de las demas
angiospermas (Rutishauser, 1997) y adoptan formas postradas y dorsoventralmente
aplanadas en el sustrato rocoso, semejando cuerpos talosos y foliosos (O’ Neill et
al., 1997), que recuerdan la morfologia de los musgos y liquenes. Los caracteres
embriolégicos también son Unicos para la familia (Kapil, 1970).

El ciclo de vida de las podostemaceas transcurre ligado a cascadas y rios con
corrientes rapidas, asi como a la estacionalidad de los cuerpos de agua, es decir;
con temporadas de lluvias y secas. Las plantas se adhieren a un sustrato rocoso
mediante un microfilm, componente pegajoso constituido principalmente por
sustancias poliméricas extracelulares, producido en asociacién con cianobacterias
(Jager-Zurn y Grubert, 2000), el cuerpo vegetativo se encuentra totalmente
sumergido durante la temporada de lluvias, pero durante la etapa reproductiva, las
flores son expuestas al ambiente aéreo, cuando los niveles de agua son menores,

es decir en la temporada de secas (Rutishauser, 1997).
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Novelo y Philbrick (1997) cuestionaron la inclusion de las especies de Oserya
mexicanas (O. coulteriana y O. longifolia), por las considerables diferencias
morfoldgicas con las especies sudamericanas. Las especies mexicanas tienen
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,
las especies sudamericanas de Oserya presentan anteras con dehiscencia extrorsa,
un solo estambre y diez costillas sin sutura. Oserya es disyunta geograficamente;
su rango norte incluye centro y sur de México, mientras que su distribucion al sur es
predominantemente en el norte de Sudamérica (el centro de Venezuela, las
Guyanas y el norte de Brasil). Los dos clados donde se encuentra Oserya,
propuestos por Tippery et al. (2011) (clados D y E, figura 1), reflejan la disyuncién
mexicana/sudamericana. La parafilia de estos clados no fue soportada por el
analisis de datos combinados (datos moleculares -ITS, rbcL, trnL- y morfoldgicos),

pero ninguno de estos analisis las ubica como monofiléticas.

Debido a las diferencias mencionadas entre los miembros de Oserya en México,
comparadas con las sudamericanas, se establecieron dos especies de este género
para México: Noveloa coulteriana y Noveloa longifolia (Tippery et al., 2011). Noveloa
es diferente de su género hermano Oserya por la divisién de sus hojas en forma
dicotobmica o subdicotomica (pinnada en Oserya), tres costillas sin sutura por
capsula (5 en Oserya) y de 1 a 3 estambres (flores uniestaminadas en Oserya).

Noveloa es un género escasamente estudiado y el desarrollo del plasmodio nucelar

es un proceso que puede aportar informacién sobre la ubicacién taxondémica del

grupo.
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Antecedentes

Las angiospermas constituyen el grupo mas diverso de organismos del reino
Plantae, contando con alrededor de 260, 000 a 300, 000 especies, distribuidas en
300 o 400 familias, se encuentran practicamente en todos los habitats de la Tierra,

desde los trépicos a la tundra, incluyendo ambientes acuéticos (Martinez, 2013).

La doble fecundacién, con embrion y endospermo como productos de este evento,
es una caracteristica Unica y exclusiva de las angiospermas, que las define como
un grupo monofilético (Williams y Friedman 2002). Es el proceso que consiste en la
fusion de un ndcleo espermatico haploide (gameto masculino), con el nucleo de la
ovocélula también haploide (gameto femenino), conocido como singamia, formando
un cigoto diploide que se desarrollara en un embrion, y la fusion del otro nucleo
espermaético, haploide también, con los nucleos polares de la célula central (triple
fusion), generando al endospermo, que proveera de nutrientes al embridon para
sostener su desarrollo (Davis, 1966). Este tejido de reserva que se forma como
resultado de una doble fecundacion, es un evento crucial para la reproduccién en

dicho grupo, y constituye una sinapomorfia para las plantas con flor.

En las angiospermas, el embridon, el endospermo y la nucela son partes
fundamentales de la semilla. En el aporte de nutrientes, la formacién apropiada de
la semilla se logra a través del desarrollo coordinado de estos componentes, que
presentan ploidias diferentes, el endospermo (generalmente 3n) y los tejidos
maternos circundantes; nucela y tegumento(s) (2n) (Sreenivasulu y Wobus, 2013).
El 6vulo es la estructura que contiene al megagametofito femenino o saco
embrionario, rodeado por una nucela o megasporangio, rodeado a su vez de uno o
dos tegumentos, que dejan un pequeiio orificio llamado micropilo para la entrada

del tubo polinico (Yadegary y Drews, 2004).

La nucela se forma a partir de la placenta del 6vulo por multiples divisiones, que

conforman un promontorio rodeado por la epidermis: epidermis nucelar. La

14



epidermis nucelar rodea a las células nucelares, durante las primeras etapas, la
célula, situada directamente por debajo de la epidermis nucelar, se diferencia en
una célula arquesporial primaria, que es conspicua, ya que posee un tamafio mas
grande que el resto, por un contenido citoplasmatico mas denso y un nucleo
prominente. En la mayoria de las angiospermas, la célula arquesporial se divide
periclinalmente para formar la capa parietal primaria y la célula espordgena. La
célula espordgena generalmente no experimenta mas divisiones mitdticas y
funciona como la célula madre de la megaspora. Cuando la epidermis de la nucela
es uniestratificada en la zona del micropilo, y la célula arquesporial funciona
directamente como célula madre de la megaspora y se encuentra en contacto
directo con la epidermis de la nucela, recibe el nombre de tenuinucela, por otra
parte, cuando la nucela presenta una epidermis pluriestratificada, o bien, si es
uniestratificada pero la célula arquesporial tiene una o varias divisiones periclinales,
originando una o varias células parietales, recibe el nombre de crasinucela
(Endress, 2011).

A pesar de su estructura basica relativamente estable, los évulos han logrado una
diversidad de formas, y dependiendo de la posicion y curvatura. Los 6vulos se han
clasificado de acuerdo al eje del funiculo (tejido que conecta al 6vulo con la
placenta), la nucela, la calaza (regién donde convergen la nucela y los tegumentos)
y el micrépilo, siendo los mas comunes: los Ovulos anéatropos (60% de las
angiospermas), y se caracterizan por estar invertidos, con un giro de 180°,
fusionandose con la base del funiculo, de manera que el micrépilo queda situado
cerca del funiculo. El 6vulo ortétropo (8% de las angiospermas) es recto, con el
microépilo en el apice y el funiculo en el otro extremo . Entre estos dos tipos de évulos
se encuentran varias formas intermedias con distintos grados de curvatura, como
son los ovulos campilétropos, hemianatropos, anfitropos, epitropos, pleurétropos,
etc (Endress, 2011).

15



Endospermo

El endospermo tiene su origen en la doble fecundacion, como producto de un nucleo
espermatico que se fusiona con los dos nucleos polares (triple fusién) contenidos
en la célula central. El endospermo se produce durante el desarrollo temprano de la
semilla, pero no siempre esta presente en la semilla madura, ya que es comun que
gran parte del endospermo, o su totalidad, sea consumido durante el desarrollo del
embrion (Raghavan, 2006).

La primera division mitética del endospermo suele ser anterior a la del cigoto. El
endospermo puede presentar tres tipos de desarrollo temprano: 1) Nuclear: durante
la primera etapa solo hay cariocinesis; la citocinesis o formacion de paredes ocurre
posteriormente, y suele suceder de manera centripeta y del embrion hacia la céalaza,
es el tipo de desarrollo mas comun entre las angiospermas. 2) Desarrollo del
endospermo tipo celular: cada cariocinesis es seguida de una citocinesis. 3)
Desarrollo del endospermo tipo Helobial: en este caso primero hay una mitosis
desigual, formando dos células: la célula calazal es pequefia y suele no dividirse o
dividirse muy poco, mientras que la célula micropilar presenta muchas cariocinesis

sin citocinesis, las citocinesis aparecen mas tarde (Davis, 1966).

La familia Podostemaceae, pese a sus peculiaridades morfologicas vegetativas, los
caracteres distintivos que la definen son embriolégicos, tales como: carencia de
formacién de plumula y radicula en el embribn maduro, un saco embrionario
reducido, compuesto de cuatro células y cuatro ndcleos, ausencia de antipodas
(Kapil, 1970), y algo unico dentro de las angiospermas, que es la ausencia de
formacion de endospermo, atribuido por varios autores a la ausencia de doble
fecundacion. Chaudhary et al. (2014) demuestra en su articulo mas reciente, que
en Zeylanidium lichenoides, la ausencia de doble fecundacién se debe a la
degeneracion temprana de la célula central del saco embrionario. Otra caracteristica
es la degradacion de la nucela para formar una estructura que recibe el nombre de
plasmodio nucelar, anteriormente llamado pseudo-saco embrionario (Went, 1908;
Arekal y Nagendran, 1975a; Jager-Zirn, 1997).
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En las angiospermas, la nucela es un tejido materno del évulo que aporta nutrientes
para el desarrollo del saco embrionario, y si persiste durante el desarrollo, se
transforma en perispermo, donde sigue desempefiando un papel en la nutricién del
embrion durante la germinacion (Jhori et al., 1992). En Podostemaceae la nucela
se trasforma en plasmodio nucelar, siendo éste, un caracter distintivo de la familia
(Davis, 1966). El plasmodio nucelar se forma por la degradacion de las paredes
células nucelares en el 6vulo (Went, 1908). Se piensa asi, que el plasmodio nucelar
reemplaza la funcion del endospermo de nutrir al saco embrionario y posteriormente
al embrion (Went, 1908; Razi, 1949; Mukkada, 1969; Arekal y Nagendran, 1977;
Chaudhary et al., 2014), suposicidon apoyada por la presencia de multiples nicleos,
pertenecientes al plasmodio en cercania con el saco embrionario y posteriormente
con el embrién (Mukkada, 1969; Arekal y Nagendran, 1977b Jager-Zirn, 1967,
1997) lo que sugiere una actividad de sintesis (Arekal y Nagendran, 1975).

Noveloa coulteriana pertenece a la subfamilia Podostemoideae, esta subfamilia se
caracteriza porque el plasmodio nucelar “comienza a desarrollarse en la etapa de
la primera division mitética de la megaspora (megasporogénesis), y se completa
antes de que el saco embrionario alcance su madurez” (Jager-Zirn, 1967, 1997).
Sin embargo, observaciones anteriores de nuestro grupo de trabajo, ponen en duda
el tiempo de formacion del plasmodio nucelar con respecto al desarrollo del
megagametofito. De esta forma, la presente investigacion tiene como propdsito
estudiar a nivel Optico y electronico (ultraestructural), el plasmodio nucelar de

Noveloa coulteriana durante su formacion.
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Objetivos

General:

Estudiar la ultraestructura del plasmodio nucelar de Noveloa coultariana

(Podostemaceae), durante su formacion.

Particulares:

1.-Describir la anatomia y la ultraestructura del 6vulo con énfasis en la nucela.
2.-Describir ma formacién del plasmodio nucelar.

4.- Determinar si existe integridad nuclear durante el desarrollo del plasmodio

nucelar.

18



Materiales y métodos

e Colecta del material

Se colectaron botones florales y flores de Noveloa coulteriana, en enero del 2015,
correspondiente a la temporada de secas, que es cuando las plantas exponen sus
flores al medio aéreo, ya que el resto del afio las plantas permanecen sumergidas
completamente. La colecta se realiz6 en los: Los Horcones, Municipio de Cabos
Corrientes, Jalisco (20°27'12.1"N, 105°17'23.9"0; 371 msnm), Las Juntas del Sur,
Municipio de Cabo Corrientes, Jalisco (20°14'43.6"N, 105°18'42.2"0; 347msnm), y
Los Veranos, el cual llega a la localidad conocida como Chico’s Paradise,
aproximadamente 25 km al sur de Puerto Vallarta (20° 26’ 05”N, 105° 18 10” O;

264 msnm) (mapa 1).

Rio Los Horcones
W T

~

Rio Las Juntas

Rio Los Veranos )

; o A { Los Horcones
“““_ e Y’

v Las Juntasy Los Veranos

\
\
'

Bahia de Banderas

Mapa 1. Localidades de los rios: Horcones (punto verde), Las juntas (punto rojo) y coincidencia entre
los rios Las juntas y Los Veranos (punto amarillo) en donde se colectd N. coulteriana.
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e Procesamiento del material para su observacion al microscopio de luz

(ML).

Los botones florales se fijaron por inmersion en una mezcla de glutaraldehido-
paraformaldehido (3.5%-1.5%), en buffer de fosfatos PBS (pH 7.2), durante 24
horas, a una temperatura de 4°C, posteriormente las muestras se sometieron a tres
lavados en el mismo buffer de fosfatos. La deshidratacion se realiz6 de manera
gradual, con etanol (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y dos cambios en 100%), durante
una hora cada uno. Una vez deshidratado el material se procedi6 a la preinclusion
o infiltracién gradual, primero en 6xido de propileno puro, dos cambios de 1 hora 'y
posteriormente con una mezcla de 6xido de propileno- Epon (3:1, 2:1, 1:1) por 24
horas, realizando un ultimo cambio en Epon puro (24 horas), finalmente se
polimerizaron a 60 ‘C por 72 horas. Una vez polimerizados, los bloques fueron
cortados en un ultramicrotomo (Leica, modelo ultracut R), obteniendo cortes

semifinos (0.70 um de grosor) tefiidos con azul de toluidina.

e Procesamiento del material para su observacion al microscopio

electrénico de transmision (MET)

Para la obtencion de los cortes ultrafinos, una vez que se seleccioné el area de
interés en los bloques en Epon, seobtuvieron cortes histolégicos de entre 40 a 60
nanometros de grosor en un ultramicrotomo (Leica, modelo ultracut R), los cuales
se montaron en rejillas de cobre con membrana Formvar, para posteriormente ser

contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo, durante 30 y 10 minutos,
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respectivamente. Finalmente los cortes fueron observados en un microscopio

electronico de transmision (JEM-1010 a 80 KV).

e El material colectado de N. coulteriana, se dividio en tres etapas:

1) Boton floral proximo a la antesis: Debido a que N. coulteriana presenta flores
practicamente desnudas, se consideré como etapa botdn floral cuando aun se
encuentra dentro de la espatela, el estigma cerrado, al igual que las anteras se
encuentra pronunciado a través de la espatela (figura 2.1).

2) Flor en antesis: En esta etapa las flores se encuentran fuera de la espatela, las
anteras se encuentran dehiscentes, y con presencia de polen, el estigma se aprecia
turgente y receptivo, con los lI6bulos estigmaticos abiertos (figura 2.2).

3) Flor post-antesis: Las anteras lucen maltratadas sin polen o ausentes, el estigma

se observa adelgazado y senescente (figura 2.3).

Figura 2. Etapas de desarrollo estudiadas de N.coulteriana. 1. Botén proximo a la antesis, 2. Flor en
antesis, 3. Flor post-antesis.
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e Descripcion botanica

Noveloa coulteriana (Tul.) C. Philbrick.

Es una planta perenne o anual bajo condiciones desfavorables, sus raices de hasta
20 cm de largo y de 0.5 a 1.8 mm de ancho; hojas hasta de 10 cm de largo cuando
estan sumergidas, mas pequefas o ausentes, cuando quedan expuestas al aire,
cerca de la superficie del agua o durante la antesis, de color verde brillante o a veces
rojizas, peciolo comprimido, de 0.5 a 1.5 cm de largo, generalmente armado, a los
lados con papilas o dientecillos agudos a redondeados, laminas hasta seis veces
divididas, ultimas divisiones de 0.1 a 0.3 mm de ancho, apice agudo; espatela hasta
de 6.5 mm de largo; tépalos laterales de 0.7 a 1.6 mm de largo, tépalo del 4pice del
andropodio de 0.4 a 0.8 mm de largo, andropodio de 0.9 a 1.5 mm de largo,
filamentos de 0.4 a 1.4 mm de largo, anteras con dehiscencia introrsa, de 0.4 a 1.1
mm de largo; ovario con dos carpelos iguales, estigmas de 0.2 a 0.7 mm de largo,
de apice agudo; pedicelos en fruto hasta de 1.5 cm de largo, capsulas elipsoides,
de 1.6 a 2.8 mm de largo y 0.8 a 1.2 mm de diametro, con dos valvas del mismo
tamafio, persistentes, de color moreno claro, éstas con tres costillas cada una, las
costillas se unen al apice del pedicelo formando una estructura columnar; semillas
elipsoides, ca. 30 por fruto, de 0.22 a 0.28 mm de largo y 0.12 a 0.14 mm de ancho.

(Novelo y Philbrick, 2000) (figura 3).
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Figura 3. Noveloa coulteriana. A. Aspecto general de la planta; B. Detalle de una raiz de donde
emergen nuevos vastagos con hojas sumergidas; C. Detalle de las vainas dobles de las hojas de
donde emergen las flores; D. Flor joven emergiendo de la espatela; E. Flor joven vista por el lado
donde se encuentra el androceo; F. Corte transversal del ovario; G. Flor madura; H. Planta expuesta
al aire con frutos maduros; |. Detalle de la capsula. llustrado por Albino Luna (Novelo y Philbrick,
2000).
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Resultados

e FEtapal

Noveloa coulteriana presenta flores hermafroditas, el verticilo mas externo consiste
de tres tépalos pequefios: dos laterales y uno en la base del andropodio (lamina 1
A). El androceo esta formado por un andropodio que sostiene de dos (en mayor
proporcién), a tres anteras (lamina 1 A). El gineceo esté constituido por un ovario
sincarpico, supero con estigma bilobulado y carece de estilo (lamina 1 A, B).

El évulo es anatropo, bitéegmico y exdéstomo (lamina 1 C, D). El tegumento externo
se encuentra compuesto por 4-5 estratos celulares, con abundante contenido de lo
que parece almidén (lAmina 1 D, 2 A), mientras que el tegumento interno presenta
dos estratos celulares, el estrato mas interno muestra idioblastos conspicuos
(probablemente taninos) con una gran vacuola que adosa el citoplasma a las

paredes celulares (ldmina 2 B).

Ultraestructura del saco embrionario

El saco embrionario es tetracelular (ovocélula, célula central y dos sinérgidas) en
esta etapa (lamina 2 D). Dado que las células que componen al saco embrionario
no se encuentran en un solo plano, se pueden observar 2, 3 o 4 células
dependiendo la inclinacion del corte. En la imagen que se presenta de esta etapa,
se observa la célula central y la ovocélula (laminas 1 D y 2 D) y parte de lo que
corresponde a una sinérgida. Estas células, que conforman al saco embrionario,
son morfolégicamente distintas, la célula central presenta un ndcleo en donde la
cromatina se encuentra compactada (heterocromatina) (lAmina 3 B y C), mientras
gue la célula adyacente, es decir la ovocélula, la de mayor tamafio en el saco
embrionario, presenta el material genético mas laxo (eucromatina) (lamina D y E),
en el extremo micropilar solo es visible una pequefa fraccion de lo que corresponde

a una de las sinérgidas (lamina 3 B).
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Ultraestructura de la nucela

Existen dos tipos de células nucleares, las que rodean al saco embrionario (lamina
2 Dy 3 A), que son pequefas y rectangulares, con pequefias vacuolas, con nucleos
pequefios con cromatina compacta, mientras que las células nucelares de la parte
media y del polo calazal son mas grande, alargadas, de paredes delgadas y
muestran una polaridad en su contenido citoplasmaético, el citoplasma y el nacleo se
encuentran en el polo micropilar, cercanos al saco embrionario (lamina2 B, Cy 3
A). La nucela en su parte media y calazal se encuentra compuesta de 7 a 8 células,
apreciables en un corte transversal (laminas 4 A), mientras que en un corte
longitudinal sélo son visibles 3 a 4 células, que se muestran grandes y alargadas
(laminas 2 B, C y 3 A). La envoltura nuclear de los nucleos de las células nucelares
de la parte media comienza a mostrar signos de ruptura (lamina 4 B, Cy 4 E),
mientras que aun persisten membranas y paredes celulares integras (lamina 4 C,
D).
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Lamina 1 (Etapa 1) A. Micrografia electrénica de barrido y cortes longitudinales de flor en antesis. B. Espatela
rodeando los 6rganos reproductivos: androceo y gineceo (estigma y ovario). C. Ovario con ocho évulos. D.
Ovulo. AP: andropodio, AN: anteras, ET: estigma, ES: espatela, Gl: gineceo, NL: nucela, OU: Ovulo, OV: ovario,
SE: saco embrionario, TE: tegumento externo, Tl: tegumento interno
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Lamina 2. (Etapal) Cortes longitudinales. A. Ovulo: tegumento externo con 4-5 estratos, tegumento interno con
2 estratos. B y C. Acercamiento a la nucela formada por células largas y delgadas, con contenido citoplasmdtico
escaso y presencia de nucleos cercanos al polo micropilar (flecha). D. Acercamiento al saco embrionario

tetracelular: célula central, ovocélula, dos sinérgidas y aparato filiorme.
CC: célula central, OC: Ovocélula, SE: saco embrionario, TE: tegumento externo, Tl: tegumento interno, NL:
nucela, Sl: sinérgidas
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Ldmina 3 (Etapa 1). Micrografias electrénicas. Cortes longitudinales. A. Panoramica de évulo. B. Panordmi-
ca del saco embrionario: la célula central (en el extremo calazal), la ovocélula y una pequefia fraccién de
las sinérgidas (en el extremo micropilar). C. Célula central, concromatina condensada. D. Ovocélula. E.
Nucleo de la ovocélula, la cual presenta una envoltura nuclear bien definida, una cromatina laxa y un nu-
cléolo.

CC: célula central, NL: nucela, NO: nucléolo, SE: saco embrionario, OC: ovocélula, TE: tegumento externo,
TI: tegumento interno, SE: saco embrionario : Sl Sinérgidas
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Lamina 4. (Etapa 1). Micrografias electronicas. Cortes transversales. A. Nucela con células alargadas y
presencia de nucleos (cuadro). B. Acercamiento del cuadro en A, donde se aprecia detalle de un nucleo de
la nucela. C. Acercamiento (cuadro) de una célula nucelar colindando con una célula del tegumento interno,
en donde se aparecia las capas que las separan: pared celular, cuticula y membrana celular. D. acercamiento
arestos de la envoltura nuclear, la flecha sefala el rompimiento de la envoltura nuclear de la célula nucelar.
CU: Cuticula, ME: membrana, NU: Nucela, PC: Pared Celular, TI: Tegumento interno.
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e FEtapa?

Los tegumentos del 6vulo contindan sin cambios en el nidmero de estratos y
contenido celular (ldmina 5 A), mientras que el saco embrionario ahora es tricelular,
debido a que la célula central ha degenerado, quedando solamente como una
media luna, dos sinérgidas y la ovocélula. La ovocélula presenta muchas vacuolas
que desplazan al nucleo hacia el polo micropilar (lAmina 5 B). Las células nucelares
de la zona media, aln se encuentran presentes, pero con paredes adelgazadas
(lamina 5), con contenido citoplasmatico escaso y los nucleos mostrando una lisis
mas avanzada. En ciertas regiones no existe una clara diferencia entre el contenido

nuclear y citoplasmético (lamina 5 D).
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Lamina 5. (Etapa 2). Cortes longitudinales. A. Ovulo. B. Saco embrionario, en el extremo calazal restos de la célula
central (flecha), después la ovocélula, y en el extremo micropilar contenido célular perteneciente a una sinergida.
Micrografias electrénicas. C. Nicleo perteneciente a la nucela (flecha). D. Acercamiento al rompimiento de la

envoltura nuclear. CC: célula central, NL: nucela, OC: ovocélula, SE: saco embrionario, SlI: sinérgidas TE:

tegumento externo, TI: tegumento interno.
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e FEtapa 3

En la semilla joven, los tegumentos permanecen con su misma estructura (lamina 7
A). Las paredes celulares de la nucela, cercanas al polo calazal, se encuentran
adelgazadas pero aun integras (lamina 7), mientras que las células nucelares, que
rodean al embrion, empiezan a mostrar signos mas avanzados de degeneracion
(lamina 7 B). No ha ocurrido aun la formacién del plasmodio nucelar, ya que aun
persiste la integridad en las paredes celulares de la nucela, pero los nucleos,
ademas de presentar una progresiva lisis, comienzan a presentar invaginaciones y
vacuolas en el nacleo, posibles signos de muerte celular (lamina 8). La ovocélula ya
fue fecundada y se encuentra en etapa de embridn tetracelular, las sinérgidas

persisten, pero presentan sintomas de degeneracion (lamina 6 B).
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Lamina 6. (Etapa 3). Cortes longitudinales. A. Ovulo. B. Embrién multicelular,

adelgazada y proxima a la degradacion de la nucela que rodea al embrion. C. Corte transversal de nucela. Las

lulas nucelares presentan paredes delgadas y sinuosas (flecha), el contenido citoplasmatico es casi ausente
con excepcion de los nucleos. CC: célula central, EM: embrién, NL: nucela, NO: nucléolo, TE: tegumento
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Lamina 7. (Etapa 3)- A. Corte transversal de nucela. Las paredes de las células nucelares son sinuosas y delgadas,
se empiezan a romper algunas paredes (flecha), los nicleos comienzan a presentar invaginaciones y presentan
vacuolas (rectangulo). Micrografias electrénicas. B. Nicleo de una célula nucelar. C. Acercamiento al nucléolo
en donde ya no se pueden distinguir las partes que lo componen. D. y E. acercamiento al ntcleo, donde son

evidentes las vacuolas. NU: nucleos, NO: Nucléo
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Discusién

Los caracteres embriolégicos son clave para definir a la familia Podostemaceae,
como: un saco embrionario reducido, la ausencia de endospermo y la formacién de
un plasmodio nucelar (Kapil, 1970). En este trabajo se abord6 el estudio del
desarrollo del plasmodio nucelar, ya que no solamente define a la familia, sino que
el momento de su formacion es un caracter diagnostico, que ha contribuido a la
separacion de las tres subfamilias: Podostemoideae, Tristichoideae vy
Weddellinoideae (Jager-Zirn, 1997).

En Noveloa coulteriana no se observé la formaciéon de un plasmodio nucelar
propiamente dicho, desde la etapa de saco embrionario inmaduro (cuatro células),
sino hasta la formacion del embrion tetracelular, etapas de estudio que abarcé esta
investigaciéon. Esto coincide con lo reportado por Murguia-Sanchez (2003), quien
menciona que en etapa de saco embrionario tetracelular, “en donde las células
nucelares, pese a estar adelgazadas no formaban claramente un plasmodio
nucelar”. La formacion del plasmodio nucelar es una caracteristica embriolégica
distintiva en la familia (Went, 1908), pero hay diferencias a nivel de subfamilia en el
momento de su formacion (Mukkada y Chopra, 1973; Arekal y Nagendran, 1975;
Jager-Zurn, 1997). Lo observado en N. coulteriana no coincide con lo reportado para
la subfamilia, ya que en Podostemoideae, la etapa en que se forma el plasmodio
nucelar es antes de que el saco embrionario sea tretracelular (Razi, 1949; Arekal y
Nagendran, 1977a; Nagendran et al., 1977, Arekal y Nagendran, 1977a; Murguia,
2003), tampoco coincide con lo reportado para la subfamilia Weddellinoideae, en su
especie monotipica Weddellina squamulosa, en donde el momento de formacién
ocurre cuando el saco embrionario se encuentra maduro (tetracelular), de hecho
éste es un tercer patron, solo reportado en esta especie (Jager-Zirn, 1997). En
Tristichoideae, la formacién del plasmodio nucelar ocurre después de la
fecundacion. Como ya se dijo, el momento de formacion es diagndstico a nivel

subfamilia, pero aun asi existen variaciones dentro de cada subfamilia; por ejemplo,
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en esta ultima, en Lawia zeylanica (Razi, 1949), ocurre inmediatamente después
de la fecundacion, mientras que en Indotristicha ramosissima (Chopra y Mukkada,

1996) ocurre hasta que se forma el cigoto.

El plasmodio nucelar es un término dado para definir una estructura embriologica
que caracteriza a la familia Podostemaceae, pero que no siempre ha sido usado, su
concepto, asi como su nombre, ha cambiado a lo largo de su historia. Fue Went
(1908) quien para referirse “a una cavidad con protoplasma, resultado de la
degradacion de las paredes nucelares”, acufid el término “pseudo-saco
embrionario” y Razi (1949) estuvo de acuerdo en que al romperse las paredes
nucelares, se liberan ndcleos alargados y atroficos. Posteriormente, Mukkada
(1969) reporta en una especie de la subfamilia Tristichoideae que “contrariamente
a los informes de Razi (1949), estas células permanecen intactas hasta el momento
de la fecundacion, con nucleos sanos”, de igual manera Jager-Zuarn (1967), en
desacuerdo con Went y Razi postula que los nucleos que componen al pseudo-saco
embrionario se encuentran en buen estado (no atréficos), aunque posteriormente
(1997), cuando habla de Weddellina squamulosa menciona que “parecen no
degenerar, pero asegurar el estado de los nucleos, ya sean sanos o atroficos se
encuentra fuera del alcance de su investigacion”. Arekal y Nagendran (1975), no
solo estan en desacuerdo con Wenty Razi, en cuanto a la integridad de los nucleos
del pseudo-saco embrionario, sino que consideran que es mas apropiado referirse
a un “plasmodio nucelar”, en lugar de un pseudo-saco embrionario, ya que no simula
un saco embrionario ni en su ontogenia, apariencia o funcion y es etimolégicamente
mas correcto definirlo como un plasmodio nucelar. Es a partir de este momento que
se comienza a usar el término plasmodio nucelar, asi como que los nucleos que lo
componen se encuentran sanos (no atroficos). El presente trabajo coincide con lo
reportado en un principio por Went (1908) y Razi (1949) ya que en Noveloa
coulteriana, pese a que no se observé la formacion del plasmodio nucelar en las
etapas aqui estudiadas, si se pudo confirmar, a través de la microscopia electrénica,
gque los nucleos que componen a la nucela son atroficos y presentan un

rompimiento en su envoltura nuclear y vacuolas (muerte celular programada). De
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manera tal que una vez que se rompan las paredes, de la nucela para formar un

plasmodio, los nucleos que la conformen se encontraran completamente atroficos.

Este es un punto importante de consideracion, ya que este plasmodio nucelar es un
caracter unico en la familia. Con lo reportado en el presente trabajo, lejos de solo
comprobar el estado atrofico de los nucleos de la nucela, se pone en consideracion,
para trabajos posteriores, el término y la funcion del plasmodio nucelar en Noveloa
coulteriana, ya que, como menciond Jager-Zarn (1967), “esta cavidad parece un
espacio -vacio- vacuolizado sin actividad, que a un plasmodio” . Se ha pensado a lo
largo de la historia, que la familia Podostemaceae al no formar un endospermo por
la degeneracion de la célula central antes de la fecundacion, el plasmodio nucelar
(pseudo-saco embrionario en un principio) es el que se encargaria de nutrir al saco
embrionario y posteriormente al embrion (Magnus, 1913; Razi, 1949; Mukkada,
1964; Nagendran et al., 1977). Los resultados de esta investigacién no apoyan el

papel nutricional activo de la nucela o sus restos, como ha sefialado la literatura.
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Conclusiones

Dado que un plasmodio se define como una masa citoplasmatica con ndcleos
morfoldégicamente bien formados, ésta no corresponde con lo observado en
N. coulteriana, dado que el estado de los nucleos, que componen a la nucela,

se encuentran atroficos, desde la primera etapa estudiada.

Noveloa coulteriana no coincide con el modelo establecido para la subfamilia
Podostemoideae, a la que pertenece, con respecto a la formacion del

plasmodio nucelar.

Se pone a discusion el concepto de “plasmodio nucelar” en N. coulteriana.
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