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RESUMEN

Erythroxylum havanense Jacq. es un arbusto distilico y autoincompatible, que
presenta dos morfos florales: pin (flor con estilos largos y estambres cortos) y thrum (con
estilos cortos y estambres largos). Sélo se producen semilias en aguellas polinizaciones
donde el polen de uno de los morfos llega a los estigmas del morfo contrario (cruzas
legitimas). Los resultados obtenidos a partir de estudios ecoldgicos, sugieren que
posiblemente, es una especie en transicion evolutiva hacia otro sistema reproductor. La
hipétesis de esta investigacion plantea que la asimetria reproductora observada entre los
morfos pin y thrum de £. havanense, puede verse reflejada en el desarrollo de sus
estructuras reproductoras puesto que se sabe, que el morfo thrum produce un mayor
numero de semillas en comparacion con el morfo pin, quien presenta mayor namero de
granos de polen viables y mayor tasa de crecimiento de los tubos polinicos.

Se realizd un estudio detailado y comparativo del! desarrollo de las estructuras
reproductoras de los morfos pin y thrum de Erythroxylurm havanense: el desarrollo de las
anteras, los granos de polen, los dvules y las semillas.

Se encontraron evidencias de que las plantas thrum presentan un alto numero de
anormalidades en el desarrollo del androceo, por lo tanto es un estéril masculino parcial.
El morfo pin desarroila mejor la funcién masculina, porque no presenta anormalidades en
el desarrollo del androceo y por lo tanto el numero de los granos de polen maduros y
aptos para la fecundacién, es mucho mayor que en el morfo thrum. En este morfo
también se forman semillas, aunque en menor numero que en tas thrum,

En conclusién, se propone que el sistema heterostilico de la poblacién estudiada
de E. havanense se funciona como un sistema reproductor parcialmente ginodioico,
donde el morfo thrum se comporta como un morfo fermenino (y parciaimente estéril
masculino) y el morfo pin como bisexual. Este es un primer reporte donde un sistema
heterostilico se comporta como ginodioico parcial a través de la esterilidad masculina.



I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los sistemas reproductores en las angiospenmas presentan una gran diversidad
de expresién (Bawa y Beach, 1981; Dafni, 1992 y Dellaporta y Caideron-Urrea, 1993;
Tabla 1) y en general se acepta que son el resuitado de un proceso de evolucién por
seleccidén natural (Willson, 1990).

La heterostilia es un sistema reproductor caracterizado por presentar individuos
con dos (distilia) o tres (tristilia) morfos florales, que difieren en la longitud de los estilos y
los estambres de las flores (Vuilleumier, 1967, Barrett, 1990). En especies con sistemas
distilicos, se presentan individuos con flores de estilos largos y estambres cortos (flores
pin) e individuos con flores de estilos cortos y estambres largos (flores thrum). Solamente
se producen frutos cuando las cruzas ocurren entre morfos diferentes (cruzas legitimas),

y raramente en cruzas entre los mismos maorfos (cruzas ilegitimas) (Fig. A).

La heterostilia esta asociada con (a incompatibilidad que previene ia

autofecundacién y ia cruza entre morfos iguales (Vuilleumier, 1967; Ganders, 1979b;
Barrett, 1990). El nivel de compatibilidad dentro del mismo morfo varia entre poblaciones
y bntre'especies (Sobrevilla et al., 1983; Wyatt, 1983; Barrett ot /., 1989).

La heterostilia (distilia) es un sistema reproductor gobernado por un solo gen
(factor) con dos alelos: S y s, uno de ilos cuales es un dominante simple (Bateson y
Gregory, 1905, citados en Lewis y Jones, 1992). Las plantas pin presentan el genotipo ss

y las thrum Ss (Fig. A). La excepcién de esto se presenta en las especies heterostilicas

de las Plumbaginaceae, donde las pin son las heterocigéticas y las thrum las

homocigtticas (Baker, 1966).
Cuando se presenta un genotipo SS, el cual es muy raro en la naturaleza, es

fenotipicamente un thrum y se presenta cuando hay compatibilidad intramorfos

(Vuilleumijer, 1967). En las cruzas Ss x ss (cruzas legitimas) la descendencia resuitante
presenta aproximadamente igual numero de individuos pin y thrum ya que el gen de la

distilia segrega mendelianamente (Ganders, 1979a; Shivanna y Johri, 1985; Lioyd y

Webb, 1992b).



TABLA 1. Clasificacién de los sistemas sexuales de las angiospermas (Bz.va y Beach,
1981, modificado por Dafni, 1992 y Dellaporta y Calderén-Urrea, 1:83).

1. Distribucién espacial de ios organos reproductores masculinos y femaeninos

1.1. Plantas individuales

Hermafrodita: ptantas individuales con sélo fiores bisexuales.

Monoico: plantas individuales con flores unisexuales pistiladas y estaminadas.
Andromonoico: plantas con flores bisexuales y estaminadas.

Ginomonoico: plantas con flores bisexuales y pistiladas.

Poligamomonoico: planta con flores bisexuales, estaminadas y pistiladas.

1.2. Grupo de plantas

Dioico: plantas con flores pistiladas o estaminadas.

Androdioico:. plantas con flores bisexuales o estaminadas.

Ginodioico: plantas con flores bisexuales o pistiladas.

Poligamodioico (trioico): plantas con flores bisexuales, estaminadas o pistiladas.

2. Aislamiento temporal o espacial de los ¢rganos masculinos y femeninos dentro
de una flor hermafrodita o la coexistencia de flores unisexuales sobre una
planta (especies monoicas)
2.1. Protandrico: liberacion del polen antes de que los estigmas estén receptivos.
2.2. Protégino: jos estigmas son receptivos antes de que el polen se libere de las
anteras.
2.3. Hercogamia: los drganos masculinos y femenines maduran simultaneamente,
pero estan espacialmente separados.

3. Alelos de autocincompatibilidad bioquimica (reconocimiento-rachazo)

3.1. Autoincompatibilidad: plantas polimérficas con respecto a la presencia de
aleios de autoincompatibilidad. En las polinizaciones se comparten los
alelos de autoicompatibilidad, las autopolinizaciones no forman frutos.

3.2 Autocompatibilidad: todas las polinizaciones forman frutos, incluso las
autopolinizaciones.

4. Variacién en la longitud de los estilos y los estambres o dimorfismos de los estilos
() autoincompatibilidad
4.1. Heterostilia
Distilia: los individuos tienen flores con estilos largos y estambres cortos (pin) o
flores con estilos cortos y estambres largos (thrum).
Tristilia: los individuos tienen flores con estilos cortos. medianos o largos en rela-
cion con la longitud de los estambres.

4.2. Enantiomorfia: (= Enantiostilia): individuos con flores con desviacién del estilo
hacia la izquierda o derecha de! eje floral.




Fig. A. Las cruzas legitimas (lineas continuas) e ilegitimas (lineas punteadas)
en plantas distilicas. Las letras en paréntesis representan
el genotipo de los morfos.

Pin
(ss)

Thrum
(Ss)

La heterostilia es uno de los sistemas que puede dar origen a otro sistema
reproductor, especiaimente al dioicismo (Omduff, 1966; Ganders, 19798b). Las plantas
heterostilicas son un sistema ideal para evaluar hipodtesis evolutivas, ya que se conoce la
genética del dimorfismo sexual y su relacidn con el sistema de incompatibilidad;
generandose algunas hipdtesis sobre su estabilidad evolutiva (Ganders, 1879b; Barrett et
al., 1989). En teoria, para que un sistema heterostilico sea evolutivamente estable, es
necesario que ambos morfos tengan la misma adecuacion, una situacién muy comuan en
este tipo de especies. En aquellas especies heterostilicas que se encuentran en

) transicion evolutiva hacia otro sistema reproductor,

hay una especializacién en las
funciones sexuales de mostrandoe diferencias perceptibles en su
funcionamiento masculino o femenino, mayor produccién de polen viable o mayor namero

de semillas respectivamente (Wyatt, 1983).

los morfos,



Dominguez (1990) y Avila (1991) propusieron la hipétesis de que el sistema
heterostilico (distilico) de Erythroxylum havanense, podria encontrarse en posible
transicion evolutiva hacia el dicicismo ya gue presenta una asimetria en la fecundidad de
los morfos, que se manifiesta en una alta produccion de semillas en el morfo thrum, la
cual es casi dos veces mayor que la producida por el morfo pin. Ademas la velocidad de
crecimiento de los tubos polinicos in vitro en el morfo pin, es mayor que la del morfo
thrum. Este tipo de asimetria reproductora no se debe a los polinizadores ni al flujo de
polen asimétrico, tal como se ha descrito para otros sistemas donde la heterostilia ha
evolucionado hacia sistemas diocicos (Ornduff, 1966; Lloyd, 1979; Barrett, 1980, Beach y

Bawa, 1980).
Existen géneros con especies dioicas y distilicas. proponiéndose la distilia como
ancestro (Muenchow y Grebus, 1989). Estos géneros son: Mt da, Rubi

(Baker, 1986, citado en Muenchow y Grebus, 1988), Psychotria, Rubiaceae (Vuilleumier,
1967), Coussarea, Rubiaceae (Beach y Bawa, 1980), Nymphoides, Menyanthaceae
(Ornduff, 1966), Cordia, Boraginaceae (Opler et al, 1975) y Erythroxylum,
Erythroxylaceae (Schulz, 1931, Ganders, 1979a). En casi todos ios casos las plantas
thrum se convierten en masculinas y las pin en femeninas (Ganders, 1979b; Beach y
Bawa, 1980; Wyatt, 1983), raramente ocurre que un thrum se convierta en flor pistilada y
un pin ep flor estaminada (Barrett, 1980).

Estos antecedentes fueron la base de la presente investigacidén, !a cual consistié
en el estudio de la ontogenia de los dérganos sexuales en los morfos pin y thrum de E.
havanense, con el propdsito ce encontrar en el estudio embriociégico de esta especie, una
explicacién a la asimetria reproductora observada.

La embriclogia es una rama de la Botanica que estudia el desarrollo de las
estructuras reproductoras en las plantas (Maheshwari, 1850; Bhandari, 1984; Shivanna y
Johri, 1985). La diferenciacién del meristemo floral, la formacién de los 6rganos
masculinos y femeninos de la planta, la formacion de los gametofitos, la fecundacidon y el
desarrollo de la semilla, son procesos estudiados por la embriologia de las angiospermas
(Davis, 1966).

La aplicacion de ia embriclogia en e! conocimiento de los sistemas heterostilicos,
debe de incluir estudios comparativos entre los morfos, con el propésito de detectar, si los
hubiera, aiteraciones durante el desarrolic normal, que pudieran repercutir en la
fecundidad de los individuos.



En la literatura consultada, los trabajos embriolégicos no comparan ambos morfos
en los sistemas distilicos. Existen estudios morfologicos de los caracteres asociados con
el sindrome heterostilico como: A) la longitud reciproca entre los estilos y los estambres;
B) el tamaiio y s forma, y algunas veces hasta el color de la superficie estigmaética, C) la
diferencia en el tamanio del polen, generaimente los granos de polen del morfo thrum son
mas grandes que los del morfo pin y en algunas especies se han encontrado diferencias
entre cada uno de los verticilos de lc;s estambpres presentes en cada morfo; D) diferencias
en el numero de granos de polen, siendo mayor \a cantidad en el morfo pin y E) /a
escultura de la exina, el color del polen y el tipo y la cantidad de reservas deniro de los
granos de polen también pueden variar entre tos morfos florales (Rogers, 1979; Baker y

Baker, 1979; Ganders, 1979a, 1979b; Dulberger, 1992; Richards y Barrett, 1992).

En los trabajos embriocldgicos sobre el género Erythroxylum, se describen
procesos aislados como el desarrolio de las anteras, el desarrollo de los dvulos y el

desarrollo de las semillas (Narayana, 1960, 1964, 1970; Comer, 1976; Boesewinkel y
Geenen, 1980).

Solo existe un trabajo embrioldgico publicado sobre el género, cuyo abjetivo fue
dilucidar un problema relacionado con la pérdida de 1a distilia en E. undulatum (Berry et
al., 1991). Sin embargo no fue una investigacion comparativa, porque en la poblacidon se
presenta solamente un morfo floral.

£n el modelo para explicar la evolucidn de un sistema heterostilico a uno dioico,
se asume una esterilidad de los ¢rganos reproductores masculino o femenino en uno u
otro de los morfos florales (Ganders, 1979b; Bawa y Beach, 1981). Sin embargo los
eventos estructurales que ocurren durante estos procesos no han sido registrados.

Eventos como el desarrollo de las anteras, la formacion de los granos de polen, ef
desarrollo de los 6vulos, del saco embrionario, la fecundacién, el desarrollo del embrién,
del endospermo y de la cubierta seminal, son puntos clave para entender cémo se estan

comportando los morfos en un sistema heterostilico, que se supone esta en transicion
evolutiva.
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EL DESARROLLO DEL OVULO

El évulo se define como el megasporangio (nucela) con sus cubiertas protectoras
(tegumentos) y en su interior se desarralla el megagametofito © saco embrionario
(Bouman, 1984). Consiste de tres estructuras basicas: la nucela, uno o dos tegumentas y
el funiculo. Generalmente una célula de ja nuceia de posicidn subepidérmica se diferencia
en la célula arquesporial, la cual puede convertirse directamente en la célula madre de la
megaspora (Fig. B1) o puede presentar una divisién periclinal que origina a una céiula
parietal de posicidn subepidérmica y a la célula madre de la megaspora con posicién
subhipodérmica, la cual entra a meiosis y forma una tétrada de megasporas (Figs. B2,
83).

Generalmente tres megasporas degeneran y la de posicidn calazal (Fig. B3)
origina al saco embrionario mediante tres divisiones mitdticas sucesivas (Fig. B5). El o los
tegumentos inician su diferenciacién cuando la célula madre de la megaspora entra a
meiosis (Fig. B2), cubran a 1a nucela y forman el micrépilo. La curvatura del évulo, de la
nucela y del saco embrionario, asi como la posicién del micrépilo y el funiculo son
caracteristicas importantes para la clasificacién de los évulos. En la mayoria de las
angiospermas el 6vulo es anatropo y contiene un saco embrionario tipo Palygonum, que
consiste de tres antipodas hacia extremo calazal, una ovocélula y dos sinérgidas hacia el
extremo micropilar y una célula central con dos nucleos polares (Maheshwari, 1950;
Bouman, 1984; Reiser y Fisher, 1993;. Fig. BS5).
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Fig. B. El del ovplo (te de Reiser y Fisher, 1993). C, calaza; Cm, célula madre da la

L M, M, ora funcional; Mn, meg as no fur N.
nucela; O, ovocelula; Se, saco embrionario; Te, tegumento externo; Ti, tegumento interno.




EL DESARROLLO DEL POLEN

El desarrolic de los granos de polen involucra tanto al gametofito como al
esporofito e incluye a la microsporogénesis y a la microgametogénesis (Mascarenhas,
1989; McCormick, 1993: Golberg et al.. 1993).

La microsporogénesis es la formacion de las microsporas (n) dentro de los
microsporangios o sacos de polen de la antera, a partir de las células esporofiticas (2n).
Después de que se inicia la diferenciacién del androceo, la antera consiste de un conjunto
de células uniformes, excepto la epidermis que la recubre. Posteriormente, en posicion
hipodérmica, cuatro grupos de celulas fértiles o espordgenas inician su diferenciacién
dentro de la antera. Cada grupe esta rodeado por varias capas de tejido estéril que
forman la pared de 1a antera. €l tapete es la capa mas interna que rodea al esporangio y
contiene sustancias nutritivas y de regulacion para el desarrollo de las microsporas. Las

células esporogenas se convierten en microsporocitos o células madres del polen (2n)
{Fig. C1), las cuales al

dividirse meidticamente dan ilugar a
microsporas (n) (Fig. C2).

las tétradas de las
La microsporogénesis se termina cuando se forman las
microsporas unicelulares o granos de polen jovenes y se inicia ia sintesis de ia pared del
grano de polen (Fig. C3) (Maheshwari,

1850; Bhandari,
McComick, 1993; Greyson, 1994).

1984, Raven et al., 1992;

La microgametogénesis es el desarrollo de la microspora en un microgametofito
o grano de poien maduro. Inicia cuando la microspora uninucleada (Fig. C4) se divide
mitdticamente formando dos células dentro de la pared de la espora original. Una de ellas
recibe el nombre de célula vegetativa y la otra de célula generatriz (Fig. C5). En dos
terceras partes de las especies de las angiospermas, los granos de polen se dispersan
siendo bicelulares (Fig. C6) y la célula generatriz se divide hasta que el tubo polinico
crece en el pistilo receptivo (Fig. C7). En el resto de las familias la célula generatriz se
divide formando dos células espermaticas, antes de que el grano de polen se disperse
(McCormick, 1993). Casi siempre los granos de polen contienen almidén, proteinas o

lipidos como material de reserva, dependiendo del grupo al que pertenecen (Laser y
Lersten, 1972; Raven st al., 1992; McCormick, 1993).



Fig. C. La microsporogénesis y la microgametogénesis en las angiospermas
(tomado de McCormick, 1993).
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La pared de un grano de polen maduro tiene caracteristicas propias que aigunas
vecas permiten reconocer a la especie. Presenta patrones de ormamentacion complejos
como espinas, papilas, verrugas u otras proyecciones. Estos patrones de la escultura de
la pared celuiar del grano de polen, son especificos de |la especie y estan determinados
por el esporofito (Chapman, 1987, Raven et al, 1992; McCormick, 1993, Takahashi,
1993). La pared celular del grano de polen presenta dos capas: la intina y la exina (Figs.
D1, D2). La intina es la capa mas interna del polen, adyacente a la membrana plasmatica.
Es una pared pectoceluldsica sintetizada por el protoplasto de la microspora, que
contlene proteinas y es la Unica pared que se encuentra en las aberturas del polen
(Fitzgerald et al., 1993; Greyson, 1994, Fig. D2). La ex/na es la capa mas externa de la
pared del grano de polen y esta formada de esporopolenina (una substancia compleja
formada de carotenoides) resistente a la degradacién (Bedinger, 1992), que es sintetizada
tanto por el protoplaste del microgametofito como por el tapete (esporofito) (Chapman,
1987; Blackmore y Barnes, 1990; Raven af a/., 1992; Figs. D2).

Fig. D. Las paredes celulares de un grano de polen maduro
(tomado de Greyson, 1994 y McCormick, 1993).




£l tapete es un tejido nutritivo para las esporas, se encuentra en estrecho

contacto con los microsporangios desde el desarrolio temprano de las anteras (Pacini et

al, 1985). Generaimente es un tejido uniestratificado, pero también puede ser
pluriestratificado (Chapman, 1987). El tapete es de considerable significado fisioldgico

porque todo el material que liega al tejido esporégeno/microsporas/grancs de poien, pasa
a través de él o se origina en él (Maheshwari, 1950; Pacini, 1990; Pacini y Franchi, 1991;
Barnes y Blackmore, 1992; Fosket, 1994). Inciuso durante algunas etapas del desarrollo
del polen, el tapete acumula sustancias de reserva como lipidos, almidén y/o proteinas
dentro y fuera de los plastos, asi como polisacaridos en las vacuolas (Pacini et al., 1985).
E! tapete es un tejido complejo que esta involucrado en diversas funciones, entre
ellas: /a nutricion del tejido espordgeno (Pacini et al., 1985, Chapman, 1987): /a sintesis y
la liberacién de la calasa, una enzima codificada nuclearmente (Zhan et a/,, 1996) y que

hidroliza las paredes de calosa para que las microsporas puedan ser liberadas de ia
tétrada (Izhar y Frankel, 1971, Steiglitz, 1977; Pacini, 1990). La calosa mnterviene
directamente como moide para los patrones de la escultura (ornamentacion) de la pared

del polen (Vijayaraghavan y Shukla, 1977; Takahashi. 1993); /a formacion de los

precursores de la exina (la primexina), una matriz receptora para que se deposite la
esporopolenina (un polimero carotenoide) formada por los orbiculos o cuerpos de Ubisch
(Bhandari, 1984, Barnes y Blackmore, 19886; Chapman. 1887; Blackmore y Barnes, 1990;
Clément y Audran, 1993; Greyson, 1994). e/ abastecimiento de polenkit y de trifina
(Bhandari, 1984, Pacini y Franchi, 1993; Hesse, 1993), sustancias que por su naturaleza
viscosa unen a los granos de polen en la antera durante el arribo de los polinizadores y
durante la dispersion. Estas sustancias atraen a los polinizadotes y protegen a los granos
de polen contra la radiacién solar y la pérdida de agua durante la exposicién y el

" transporte (Hesse, 1993; Pacini y Franchi, 1993). Al parecer, la trifina es necesaria para

que jos granos de polen germinen en el estigma (Chaudhury, 1993). Ei tapete también
abastece al granc de polen de sustancias de reconocimientc esporofitico como enzimas y
otras proteinas (Mascarenhas, 1990; Jardinaud et al, 1993), asi como de alergenos
(Shivanna y Johri, 1985; Greyson, 1994) y de flavonoides, necesarios también para la

germinacion del polen (Chaudhury, 1993).



Muchas de las etapas del desarrollo de los granos de polen dependen del buen
funcionamiento del esporofito (el tapete) y se ha encontrado que cuando no hay armonia
en la relaciéon polen-tapete puede existir esterilidad masculina.

Procesos involucrados en la esteritidad masculina

La esterilidad masculina es la incapacidad de producir o liberar polen viable y se
ha encontrado en 140 especies de 40 géneros de 20 familias, incluyendo muchas
especies cultivadas importantes (Laser y Lersten, 1972). La esterilidad masculina esta
asociada con el aborto de las células madres del polen, de las microsporas o de los
granos de polen maduros (Shivanna y Johri, 1985; Fosket, 1994) debido algunas veces a
fesiones en el tapete a nivel de organelos (Warmke y Lee, 1977, Bhandari, 1984; Pacini et
al., 1985; Shivanna y Johri, 1985; Bino, 1985, citado en Hesse y Hess, 1993; Suns y
Ganders, 1986; Chapman, 1987, Mascarenhas, 1990; Mariani et al, 1991; Greyson,
1994). En la cebada la esterilidad masculina se asocia con una secreciéon descontrolada
de esporopolenina, la cual es producida por los plastidios del tapete. La esterilidad
masculina puede ser causada por mutaciones en el ADN mitacondrial (Boeshore, ef al.,
1985, citado en Conley et al/., 1994; Haildén et al., 1991; Chasan, 1992;), cambias en la
estructura e hipertrofia de las mitocondrias tapetales (Halldén et a/., 1991; Abad et al.,
1995 y citas ahi). Las alteraciones mitocondriales estan asociadas a las diferencias en la
actividad de dos enzimas mitocondriales: la citocromo oxidasa y la malato
deshidrogenasa durante el desarrolio del polen entre lineas estériles y fértiles de maiz. En
Petunia se ha observado que las mitocondrias de las plantas estériles contienen una
region de ADN, ausente en lineas fértiles, que codifica para una proteina mitocondrial que
afecta la produccion energética y en generat, el rompimiento de las células tapetales o de
las microsporas (Worral et a/,. 1992).

En algunos casos la ausencia del tapete en las anteras de Beta vuligaris, impide la
formacioén de la intina y la exina en las rﬁicrosporas (Halidén, et a/., 1991), o la intina se
forma pero la exina presenta malformaciones como en Vicia faba (Cerceau-Larrival et al.,
1982). En algunas especies las células tapetales de Ias lineas estériles, son mas grandes
que las de las lineas fértiles y se extienden hacia el I6culo, las microsporas se liberan
tempranamente de la pared de calosa y tienen un desarroffo anormal de la exina y las
microsporas se revientan (Steiglitz, 1977; Vijayaraghavan y Shukla, 1977; Chapman,
1987; Worral et al, 1992; Chasan, 1992).



Todas las anormalidades que ocurren durante el desarrollo del polen y que son
capaces de causar esterilidad masculina representan diferentes mecanismos de
regulacién genética (Frank, 1989). Existen fuertes evidencias que sugieren que algunos
de los genes citoplasmicos son los causantes de la esterilidad masculina en las diversas
especies y se localizan principalmente en ias mitocondrias (Frank, 1989). La esterilidad
masculina se considera citoplasmica, cuando los genes citopldsmicas incluidos en fos
plastidios o en las mitocondrias son los causantes de dicha esterilidad. El tercer organeio
con informacién genética es el nucleo y por lo ténto, cuando la esterilidad se debe a
alguna mutacion en el genoma de este organelo, se considera como esterilidad masculina
nuclear, la cual es poco frecuente (Saumitou-Laprade et al,, 1994; Dominguez, 1995).



il. OBJETIVOS

GENERAL
Comparar el desarrollo embriolégico de

para lecer las

los morfos florales pin y thrum de
que puedan explicar 1a asimetria

Erythroxylum h
reproductora de ambos morfos florales.

PARTICULARES
1) Estudiar el desarrollo de la antera para establecer las etapas de la microsporogénesis,

ta microgametogénesis, el desarrollo de la pared de la antera y !a morfologia del grano de
polen maduro.

2) Describir el desarrolio del dvulo estableciendo las secuencias de la megasporogénesis,
Ia megagametogénesis y el tipo de Sdvulo.

3) Evaluar el desarrolia del fruto y de la semiila, describir el patrén de la embriogénesis, la
endospermogénesis, la cubierta seminal y la pared del fruto.

4) Analizar las relaciones que puedan existir entre las diversas etapas del desafrolio de
los érganos sexuales y la asimetria reproductora manifestada en los morfos florales pin y

thrum.



1. MATERIAL Y METODOS

SITIO DE ESTUDIO

La poblacion de Erythroxylum havanense estudiada se localiza en la Estacién de
Biologia Chamela, una reserva perteneciente al Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México, 1a cual se localiza aproximadamente a 2 km de la costa
del Estado de Jalisco, México (19 ° 30° N, 105° 03'W; Fig. E).

El relieve de la localidad presenta lomerios bajos. La altitud es de 10 a 584 msnm
(Lott et al., 1987). La precipitacidon promedio anual entre 1977 y 1987 fue de 699 mm
(Bullock y Solis-Magallanes, 1990) y de 714 mm entre 1977 y 1990 (S. H. Bullock,
comunicacién personal, mencionado en Avila, 1891). El 80% del total de la precipitacion
cae entre los meses de julio y octubre (Bullock y Solis-Magailanes, 1990).

La temperatura promedio anual es de 24.9 °C, con una gama intermedia entre
14.8 y 32.0 °C. El clima de la region pertenece a los calido-humedos (A) (Bullock, 1986).
La estacidn de sequia se extiende de noviembre a mayo.

La vegetacion de la regién ha sido descrita como bosque tropical caducifolio y
bosque tropical subcaducifolio (Rzedowski, 1978). De acuerdo a Lott et al. (1887) la
vegetacién predominante de Chamela es un bosque tropical deciduo en los lomerios y

bosque tropical semideciduo en los arroyos. El bosque tropical caducifolio es la

vegetacion dominante en los suelos someros de colinas y pendientes (con vegetaciéon
densa, arboles de 4 a 15 m de altura y estrato arbustivo bien representado); mientras que
el bosque tropical subcaducifolio se encuentra relacionado con suelos mas profundos,
pero restringido a los lechos de l1os arroyos, donde los arboles miden mas de 15 m.

En las colinas y pendientes la mayorla de las especies arbéreas pierden las hojas
durante la sequia; mientras que en los lechos de los arroyos solamente del 50 al 75% de
las especies arbdreas plerden las hojas en dicha época (Lott, 1985; Lott et al., 1987).
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ESPECIE ESTUDIADA

La familia Erythroxylaceae tiene una distribucién pantropical y abarca cuatro
géneros: Aneulophus, Nectaropetalum, Pinacopodium y Erythroxylum. Este dltimo es el
mayor de todos y esta constituido por 200 especies que corresponden a mas del 95% de
las que integran la familia (Cronquist, 1981). Muchas de las especies de este género son
heterostilicas (Ganders, 1979b), aunque también se han reportado ocho especies dicicas
en Las Antillas y Centroamérica (Schulz, 1931).

En México, el género esta representado por siete especies (Standiey, 1923), entre
las que se encuentra E£. havanense. Esta especie es un arbusto que mide
aproximadamente 3 m de aitura, es perenne, caducifolio, de floracién anual, masiva y
sincrénica. La floracidon es efimera; el 70% de las flores de un individuo abren en el mismo
dia (Dominguez, 1990; Gryj, 1990; Dominguez y Dirzo, 1995). Pierde las hojas durante la
temporada de sequia (de diciembre a mayo). Su crecimiento y fecundacion estan
restringidos a 10s meses de la época de lluvias (de junio a noviembre) de cada arfo. La
eficiencia en la maduracion de los frutos es baja, sélo el 14% de las fiores producen
semillas. EI nimero de flores por individuo no es diferente para pin y thrum. sin embargo,
la produccién de los frutos maduros es dos veces mayor en las plantas thrum
(Dominguez, 1890). Algunas caracteristicas florales de E. havanense se resumen en la

tabta 2.

Las investigaciones realizadas sobre el desarrollo de las estructuras reproductoras
de la familia Erythroxylaceae son escasas. Los géneros Aneulophus, Nectaropetalum y
Pinacopodium han sido escasamente estudiados y para el género Erythroxylum la
mayoria de los trabajos se han centrado en £. coca y £. novogranatense (Boesewinkel y
Geenen, 1980). Se conocen muy pocas investigaciones sobre otras especies (Narayana,
1960, 1964, 1970; Berry ef al., 1991, Davis, 1966, Comer, 1976). Estos trabajos
constituyen investigaciones parciales, ya que en ninguno de ellos se aborda el estudio
completo del desarrollo. Sobre la embriologia de E. havanense no encontramos ningan
reporte en la literatura consuitada.

El estudio del desarrolio de las estructuras reproductoras en los morfos pin y thrum
de E. havanense desde el estado de botdn floral hasta el de la semilla permite entender la

asimetria reproductora de los morfos florales de este sistema heterostilico.



Tabila 2. Caracteristicas florales de £. havanense
(tomado de Dominguez, 1990).

Color de la corola

# de partes florales

Ovario

Antesis
Aroma que despiden

Produccién de néctar

Dehiscencia de anteras
Visitantes nocturnos

Visitantes diumos

blanco cremoso

5 sépalos, 5 pétalos, 10 estambres
{5 opuestos a los pétalos y 5 a los sépalos)

trilocular, sélo un lécuio forma una semilla. Hay 3
estilos

de las 0:00- 2:00h.

dulce

3:00-14:00h, la maxima produccioén es entre las 7:00-
7:30h. La composicion quimica del néctar concuerda
con el de otras especies polinizadas por abejas

entre las 6:30 y 10:00h
palomillas entre 2:00-6:00h (ladrones de néctar)

entre 8:00-8:30h, himendpteros 94% (86% abejas
del género Trigona y el 6% dipteros y mariposas)

RECOLECCION DEL MATERIAL

£t material bioldgico (yemas, botones florales, flores en antesis y frutos) de £,
havanense se recolectd en 1983 y 1984, de 24 plantas del morfo pin y 21 plantas del

morfo thrum.

Cabe sefalar que al inicio de lluvias en 1993, cuando se presentaron las primeras
flores abiertas, fue t;uando se marcaron las plantas. El marcaje se realizé sobre cintas de
plastico, en las cuales estaba impresa una P para el caso de las pin o una T para las
thrum. Esto se Hevé a cabo porque una vez que las flores se polinizan (el mismo dia de la
antesis) empieza a desarrollarse el fruto y se caen los estambres. Las flores que no son
fecundadas caen el mismo dia de la antesis y es dificil distinguir entre los morfos florales.



En la regidén de Chamela la temporada de liuvias de 1993 se inicid el 20 de junio,
para el dla 25 de! mismo mes empezaron a notarse mumerosos brotes follares en las
plantas de E. havanense.

Entre los dias 27 y 29 de julio, podian observarse abiertas algunas bracteas que
cubrian a los botones florales de E. havanense, permitiendo que los pedicelos se
elevaran durante el crecimiento de los botones florales que recién abandonaban la
tatencia.

La recolecta para obtener todas las etapaé de desarrollo del botén floral joven, la
antesis y hasta la formacién del fruto, se realizé diariamente durante los meses de julio y
agosto de 1993 y julio de 1994, en 28 dias aproximadamente.

Se pretendia obtener una muestra diaria de B a 10 frutos de cada morfo. Sin
embargo, en 1993, a los 6 y 7 dias después de la floracién, el nimero de frutos por planta
fue muy bajo, incluso para estos dias algunas plantas ya no tenian ninguno. Esto se
atribuyd a que durante los dias de la floracion pasé un ciclén por la costa de Jalisco
(Ayala et al, 1993), evitando asi la visita de suficientes polinizadores. Por eso, la muestra
promedio para ese afio fue de 2 a 3 frutos diarios por cada morfo y para el siguiente afio
se aumentd |a recolecta a 6 frutos diarics aproximadamente.

De cada morfo se fijaron aproximadamente 250 muestras y se procesaron de 4 a
8 muestras por cada etapa (dia) de desarroilo. Se establecieron aproximadamente 20
etapas de desarrolio (desde la antesis hasta el fruto maduro). El criterio para considerar a
los frutos maduros fue que éstos alcanzaran una longitud aproximada de 7 mm, que es
cuando comenzaron a cambiar del color verde al rojo intenso, de un dia para otro puede
completarse el cambio. Esto ocurrié aproximadamente =ntre e! 18 y 19 de agosto de 1993
y el 4 y 5 de agosto de 1994,

Una vez que los frutos son dispersados se inicia el desarrolio de los nuevos
meristemos y los botones florales. Este proceso se interumpe porque entran en latencia
cuando el arbusto comienza a tirar el follaje, Io cual ocurre entre los meses de noviembre
y diciembre.

i.as etapas de! meristemo floral al de botén floral latente fueron colectadas durante
los meses de agosto a diciembre de 1993, aproximadamente cada 20 dias hasta que los

arbustos comenzaron a tirar las hojas.



Se ieron treinta P de desarrolio. Las primeras cinco corresponden a!

desarrollo de los botones florales, desde los primordios hasta que se desarrollan las
anteras y los o6vulos y los botones entran en latencia y se cae el follaje. Estas cinco
etapas se recolectaron aproximadamente de septiembre a diciembre de 1993 cada 21
dias. Las veinticinco etapas restantes corresponden a los botones que pierden la latencia
a la siguiente temporada de liuvias y reanudan su crecimiento, se presenta la antesis, la
fecundacién y el desarroilo de las semillas. Estas etapas se recolectaron desde el inicio
de Ia temporada de lluvias de 1993 y 1994, diariamente hasta la dispersién de los frutos,
entre los meses de julio y agosto.

PROCESAMIENTO DEL MATERIAL
1) Preparacién del material vegetal:

Los botones florales pequefios se encontraron en grupos de aproximadamente 6-8
botones, cada botdn rodeado .por varias bracteas, las cuales se quitaron para permitir la
entrada del fijador. A los frutos maduros también se les hicieron cortes en las partes
inferior, superior y laterales. Algunas veces se retiraba completamente el pericarpio para
dejar exclusivamente la semilla.

2) Fijacion: se utilizaron dos fijadores:

a) FAA (formaldehido 5% + acido acético 5% + etancl 63% + agua destilada 27%).

b) glutaraldehido §% + paraformaldehido 4% + amortiguador de s-colidina 0.1M, pH 7.2,
con sacarosa.

3) Lavado:

Después de la fijacion, las muestras fijadas en FAA se lavaron en agua de Ia llave,
© en amortiguador de colidina las fijadas en glutaraldehido + paraformaldehido -para
eliminar el exceso de! fijador.

4) Deshidratacién:

La deshidratacién del material lavado se llevd a cabo en etanoles graduales para
una posterior infiltracién.
5) Infiltracién:

La infiltracién es un evento previo a la inclusion, se pr i a ) los

deshidratados en una mezcla liquida que contenia un solvente de! material de inciusién,
para que este ultimo pudiera penetrar a {as células, para elio se utilizé una mezcla de
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xilsno-Paraplast (manteniendo una temperatura constante de 50 a 52 °C

aproximadamente) y en proporciones decrecientes del solvente y crecientes de paraplast.

En e! caso de la inclusibn en plastico, la
directamente los tejidos después del etanol
endurecedor.

infiltracién se realizé pasando
absoluto, a una mezcla de JB-4 sin

6) Inclusién: se utilizaron dos materiales de inclusidn:

a) Paraplast: el material infiltrado hasta Paraplast puro se incluyd en moldes de plastico,
dandoles una orientacion correcta de acuerda -a los requerimientos de los cortes.
dejandose solidificar la parafina a temperatura del ambiente. Se utilizd la técnica de
Johansen (1840) para parafina.

b) JB-4: otra parte del material vegetal a incluir, infiltrado a temperatura del ambiente en
JB-4 sin endurecedor por un minimo de 8h, se incluyeron en cédpsulas de Beem (capsulas
de plastico flexible) que contenian JB-4 con endurecedor y las capsulas se sellaron. El
JB-4 polimerizd a temperatura del ambiente y en ausencia de oxigeno (Valley, 19786).

7) Obtencidn y tincién de cortes histoldgicos:

Del material incluido en Paraplast se obtuvieron cortes de 8 pm de grosor, con un
micrétomo de rotacién, se desparafinaron, se hidrataron y se tifieron con safranina-verde
rapido en metilcelosolve con aceite de clavo.

Del material incluido en JB-4 se hicieron cortes semifinos (1-2 pm) en un

ultramicrotomo Sorvall MT2-B con navajas de vidrio y se tifieron con azul de toluidina con
borato de sodio.

8) Observacion:
a) las laminilas obtenidas se observaron por microscopia foténica y se tomaron
fotomicrografias.
b) los granos de polen maduros tefiidos y sin tefiir se observaron por medio de
microscopia de potarizacién para evidenciar los granos de almidén de ia célula vegetativa.
c) parte del material frasco y fijado (botones florales, frutos y granos de palen), se
deshidraté en etanoles graduales y acetona pura, se desecaron a punte crltico, se
pegaron en portamuestras con adhesivo, y se recubrieron con oro, para su abservacion
en un microscopio electrénico de barrido JEOL. JMS-35.

Las muestras de polen para microscopia de luz se obtuvieron de botones florales
poco antes de la antesis, se deshidrataron y se acetolizaron siguiendo la técnica de
Erdtman (1943), previo tratamiento con KOH al 10% y los granos de poien se montaron
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en gelatina glicerinada. Las medidas se hicieron en 20 grancs de polen tomados al azar
de diversos individuos para cada uno de los morfos. Se aplicé una prueba de t (student)
para analizar los resultados.
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IV. RESULTADOS

En los seis primeros apartados se describe el desarrollo embrioldgico que fue
comin a ambos morfos florales de £. havanense, y en el séptimo apartado se mencionan

ias diferencias.

LA APARICION DE LOS VERTICILOS FLORALES
Los botones florales que entran en latencia cuando inicia la temporada de sequia

reactivan su crecimiento y se presenta la floracion, estimuladas por ta humedad de la
nueva temporada de lluvias.

El desarrollo de los verticilos florales muestra que en los botones, los primordios
de los diez estambres se diferencian como protuberancias del receptaculo un poco antes
que el gineceo (Fig. 1). Del centro del meristemo surgen los primordios de los carpelos,
generalmente se observan tres (Fig. 2), sin embargo, en menos de un 5% de las
muestras estudiadas se encontraron flores con cuatro carpelos en desarrolio (Fig. 1). Los

sépalos y los pétalos cubren los estambres y los carpelos en desarrollo.

LA ORGANIZACION DEL MERISTEMO FLORAL

Los botones florales pequerios se observan en conjuntos de 6 a 8, rodeados por
muchas bricteas que contienen taninos, suberina y cristales poligonales (Fig. 3). En las
yemas florales se observa al meristemo cubierto por los sépalos, cuyos apices presentan

células de apariencia digitiforme y con taninos. £l meristemo central se encuentra

formado por una protodemis que rodea a un conjunto de células en intensa actividad
mitética (Fig. 4).

Posteriormente, {os estambres también se elevan del
promontorios celulares que comienzan a ensancharse radialmente en su parte apical para
formar a las anteras (Fig. 5). Durante la ontogenia, en el meristemo floral hay un

crecimiento diferencial, que conduce a la aparicion de varios promontorios y pronto
gineceo), ya que se observan los

receptaculo como

comienza a diferenciarse el cuarto verticilo (el
primordios carpelares en la parte central (Fig. 6).
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EL DESARROLLO DE LA ANTERA

Durante la temporada de iHluvias (aproximadamente en agosto), los estambres
comienzan a desarrollarse y la parte apical de éstos se ensancha para formar las anteras.
En cada primordio de antera se observa una protodermis que rodea el arquesporio, el
cual por divisiones periclinales origina dos tejidos: el mas interno se especializa como
tejido esporégeno y el mas externo, en posicion subepidérmica como tejido parietal

primario (Fig. 7), del cual se formara ia pared de la antera, que en esta etapa comienza a
alargarse (Fig. 8).

La microsporogénesis

Las céluias arquesporiales se muitiplican mitdticamente, aumentan de tamano,
convirtiéndose en las células madres de las microsporas, evidenciandose el nucleo y el
citoplasma denso. Las células madres de las microsporas se preparan para {a meiosis
depositando calosa alrededor (Fig. 9). En la meiosis | se forman las diadas (Fig. 10). El
resultado final es una tétrada de microsporas del tipo tetrahédrico o algunas veces
isobilateral (Fig. 11). Cada una de las tétradas se encuentra rodeada por una pared de
calosa y cuando ésta se degrada, se observan a las microsporas con su pared de exina
ya formada (Fig. 12). Las células tapetales se rompen para vertir su contenido at! idculo.
Se observan muchos cuerpos de Ubisch, primero en el interior de las células rotas dei

tapete (Fig. 13) y posteriormente sobre la pared de los granos de polen jovenes (Figs. 14,
15).

La microgametogénesis

Una vez que se separan las microsporas de las tétradas, se presenta ia primera
divisién mitética y se tiene como resuitado un grano de polen binucleado, que es la
condicidon en la que se dispersan (Fig. 16). El grano de polen listo para su dispersion es
tricolporado y en su interior hay muchos granos de aimidén (Fig. 17, 18). En cada grano
de polen ellos se observan claramente ia intina y la exina (Fig. 17).

Cuando los granos de polen jovenes son liberados de las tétradas, tienen una
forma casi esférica y se pueden detectar los colpos, las membranas de los poros en
posicidn ecuatorial y la ornamentaciéon de los colpos (Fig. 19). Los granos de polen
pierden agua para poder dispersarse, trayendo como consecuencia una inversiéon de la
pared celular, cubriéndose los colpos y los poros. De esta manera, el grano de polen
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toma un perfil eliptico y en lugar de las aberturas se observan surcos. Los extremos
polares son aplanados (Fig. 20).

La ornamentacién de la exina varia entre los morfos, el polen del morfo thrum
tiene una exina con escultura verrugada (Fig. 21}, mientras que en el morfo pin la
ornamentacién es reticulada (Fig. 22). Esta ornamentacion se observa desde que las
microsporas salen de la tétrada (Fig. 12). No se observaron diferencias significativas con
respecto al tamafo de los granos de polen entre los dos morfos (pin, X = 35.85, EE==
2.4; thrum X= 357, EE=*1.5;t= 0.178; p= 0A178‘.'gl= 38).

El desarrolio de la pared de la antera
El tejido parietal primario de posicién hipodérmica se divide periclinalmente

formando dos tejidos, uno intermo que funcionara como tapete y otro externo, el cual
recibe el nombre de tejido parietal primario (Fig. 23). El parietal primario se divide
nuevamente, originando ahora el endotecio, el cual se localiza adyacente a la epidermis,
y a la capa media (Fig. 24), la cual puede dividirse una o dos veces mas, siendo al final
una capa media bi- o triestratificada (Fig. 25). El desarrolio de la pared de Ja antera
obedece al tipo dicotiledéneo.

Una vez diferenciados los tejidos de la pared de la antera, se observa la epidermis
uniestratificada, un endotecio uniestratificado con células que contienen almidén en su
tapete wuniestratificado de células

interior, una capa media uniestratificada y un

binucleadas (Fig. 26).
E! tapete y la capa media se reabsorben y en la antera madura, sdlo hay una

epidermis y un endotecio con engrosamientos lignificados en sus paredes en forma de

bandas y almidén en su interior (Figs. 27, 28).
La antera madura es bilcbulada y tetrasporangiada. Cada uno de los Iébulos

presenta una zona de adelgazamiento del endotecic y de la epidermis, que corre a lo
largo de la antera y recibe el nombre de estomio, zona por la cual se rompe la pared de la
antera para permitir la salida de los granos de polen para ser dispersadoes (Fig. 29).

EL DESARROLLO DEL GINECEO

£/ desarrollo del dvulo
En botones florales jovenes los primordios de jos carpelos rodean la nucela.

Generalmente, se desarrolla un sélo primordio ovular por Ioculo (Fig. 30). En muy pocos
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casos se observaron dos nucelas en un carpelo fértil (Fig. 31). Cada nucela comienza a
crecer distalmente, en el mismo sentido que los carpelos (Figs. F1, 30, 32), pero al
cerrarse éstos para formar el ovario, el évulo cambia su orientacién de crecimiento,
camienza a curvarse y se dirige hacia la base del ovario. Es entonces cuando se inicia el
desarrolio de los dos tegumentos del dvulo, ambos de origen deérmico (Figs. F2. 32). Casi
al mismo tiempo se diferencia la céiula arquesporial en posicidn hipodérmica y aumenta
de tamafio. Esta se divide formando dos células: una parietal localizada por abajo de la
epidermis y la célula madre de la megaspora (Fig. 33). La célula parietal se divide
mitéticamente, proliferando en una nucela abundante, lo cual trae como consecuencia
que la célula madre de la megaspora tenga una posicion profunda en ia nucela (4 6 §
estratos mas abajo de la epidermis), alejada de su posicién hipodérmica original. Otra
vez, el dvulo se curva hacia la regidn de |a insercidon de los estilos y para entonces se
distinguen cltaramente los dos tegumentos (Figs. F3, 34, 35).

El 6vulo en una flor en antesis es pendulado, crasinucelado, anatropo, bitégmico y
sésil. La placentacidon es axial aunque parezca parietal debido a la desaparicion de ios
otros dos l6culos, que al colapsarse se confunden con la pared del ovario, dejandoc como
huella Ganicamente los haces vasculares de la placentacion. El dvulo abarca casi todo el
léculo. . El micrépilo, formado por el tegumento intermno, se orienta en direccidn a la
insercién de los estilos. La nucela es muy abundante hacia la zona calazal, estando
ausente en la zona micropilar, donde se localiza el saco embrionario. Los tegumentos son
pluriestratificados y las células de la epidermis interna del tegumento interno (adyacente a

la nucela), se observan con citoplasma denso, formando un endotelic o tapete

tegumentario (Figs. F4, 35).

3
Fig. F (1-4). El desarrollo del 6vulo. C, calaza; Hv, haces vasculares; M, micropilo; N, nucela; O,
Obturador; Se, saco embrionario; Ta. tapete tequmentario; T, tequmento interno; Te, tegumento
externo.
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En un corte longitudinal de botén floral, cerca de la antesis (a principios de la
siguiente temporada de lluvias), se observa de afuera hacia adentro el cdliz, la corola con
apéndices hacia la cara adaxial de cada pétalo, un androceo con los granos de polen
maduros y un gineceo formado por un ovario que contiene un évulo, tres estilos y tres
estigmas (Fig. 34). Las célutas epidérmicas apicales de los sépalos se alargan tomando
apariencia digitiforme y contienen taninos (Fig. 36).

La megagametogenesis

No se observé la megaspora que le da ongen al saco embrionario, peroc éste
presenta el arreglo similar at tipo Polygonum. Es heptacelular y octanucieado. Hacia la
zona calazal se observaron tres antipodas, en la parte media los dos nucieos polares de
la céluta central y hacia la zona micropilar las dos sinérgidas (Fig. 37) y la ovocélula (Fig.
38).

El ovario es trilocular, tricarpelar (Fig. 39) y cada carpelo se prolonga en un estilo
que termina en un estigma globoso y papilado (Fig. 40). En ambos morfos florales, los
estigmas son similares. Generalmente sélo uno de los carpelos es fértil y forma un évulo.
El ovario en su etapa madura presenta un léculo, porque solo uno de los tres carpelos
que lo forman es fértil (Fig. 39). Algunas veces dos laculos inician el desarrolio det dvulo,
pero uno pronto degenera (Fig. 41). En muy pocos casos se observaron dos dvulos en el
carpelo fértil (Fig. 42). Se desarrolla un pequefio obturador en ei tegumento externo,
cercano a la zona de insercién con la placenta. Sus células son ligeramente digitiformes
(Figs. F4, 43).

EL DESARROLLO DE LA SEMILLA N

La antesis se presenta aproximadamente al quinto dia de iniciada la temporada de
fluvias, ocurriendo la fecundacién y una diferenciacién en los diversos estratos de los
tegumentos: el tegumento externo (ahora testa) y el tegumento interno (ahora tegmen)
(Fig. 44). Las células de la a uniestrati da se atargan longitudinaimente y en elia

se encuentran grandes cantidades de taninos: la mesotesta, formada de 3-6 estratos
parenquimaticos (Figs. 45-47), o por mas en la zona de la rafe, donde se encuentran los
dos haces vasculares en la rafe (Fig. 44), ambos rodeados por células taniniferas; la

er es uniestrati y estd formada por células parenquimaticas (Figs. 44-46).
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El exotegmen es uniestratificado y de células parenquimaticas. E! mesotegmen
presenta de 5 a 6 estratos de células parenquimaticas. El endotegmen (endotelio) es
uniestratificado y de células cuUbicas. La nucela comienza a degradarse en la zona
micropilar. pero hacia la zona calazal permanece intacta y formada por 6-7 estratos
celulares (Fig. 44).

E! tegmen presenta algunas madificaciones. Las células parenquimaticas del
exotegmen crecen en sentido del eje mayor de la semilla (Fig. 45), posteriormente sus
células comienzan a lignificarse. En el exotegmen se forman depresiones hacia el
mesotegmen (Fig. 46). Ei mesotegmen, formado por varios estratos de células
parenquimaticas de paredes muy delgadas y grandes espacios intercelulares: es ia capa
que mas estratos tiene en un principio. Las células del endotegmen o endotelio contienen
taninos. La nucela, localizada hacia la zona calazal, comienza a degradarse (Fig. 45).

Al final del desarrolio el mesotegmen se degrada casi compietamente. En el
endotegmen, primero el contenido celular se consume, posteriormente las paredes
celulares se colapsan. La cubierta de la semilla madura, por lo tanto esta formada sélo
por la testa (con sus tres capas) y el exotegmen con estereidas lignificadas y con
engrosamientos traqueoidales, representando la unica capa resistente de la cubierta
seminal (Fig. 47).

La embriogénesis

La primera division del cigoto (transversal) se leva a cabo un dia después de la
fecundacién, originando una c4lula basal pequena localizada cerca del micrépilo ¥y una
célula apical de mayor tamadfio hacia la zona calazal. La diferencia en el tamafo de estas
células es interesante ya que generalmente la célula basal es mas grande que la apical
(Fig. 48). Al cuarto dia se observa un embrién globular (Fig. 49), al octavo un
acorazonado (Fig. 50) y al noveno dla inicia el desarrollo de un embridn con un eje
cilindrico con dos cotiledones largos (Fig. 51). El embrién cotiledonario aparece a los
trace dias después de la antesis, es recto, presenta un eje hipocdtilo radicular y dos
largos cotiledones foliosos muy bien distinguidos veinte dias después de la antesis y que

contienen proteinas y almidon (Fig. 52).
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La endospermogénesis
E! desarrollo del endospermo es del tipo nuclear y comienza el mismo dia de la

fecundacién y antes de la primera divisién del cigoto. Los nucleos libres se distribuyen
alradedor de una vacuola central (Fig. 53), pero posteriormente se va celularizando,
desplaza la nucela hacia la calaza y entra en contacto directo con el endotelio, cuyo
contenido de taninos va desapareciendo durante el desarroflo (Figs. 50, 51). EI
endospermo celular (Fig. 52) es almidonoso y se va consumiendo durante e! desarrollo
del embrién. Al final sélo permanecen pocos' estratos celulares con inclusiones

principalmente proteicas.

EL DESARROLLO DEL FRUTO
Cuando se desarrolla una sola semilla por fruto, el crecimiento de ésta origina que

los i6culos estériles se colapsen y formen parte del pericarpio, quedando sodlo las huellas
de los haces vasculares (Fig. 44) y algunas veces un pequero espacio cerca de la
insercién de los estilos (Figs. 39, 41).

El pericarpio joven esta formado por células parenquimaticas principalmente. La
epidermis o exocarpio es uniestratificado, pero posteriormente se divide para formar una
epidermis pluriestratificada. E! mesocarpio estd formado por 14-16 estratos celulares en la
Zona opuesta a la placentacion del évulo. En la zona donde se colapsan los loculos
estériles, el numero de estratos del mesocarpio es superior a 20. El estrato externoc del
mesocarpio presenta céfulas parenquimaticas alargadas perpendicularmente al eje mayor
del fruto; sus células tienen apariencia secretora (Fig. 45), en ellas se observa una gran
cantidad de cuerpos lipidicos. En la parte media del mesocarpio se localizan
aproximadamente 12 haces vasculares (4 por carpelo). En el sitio donde se colapsan los
léculos estériles las células parenquimaticas presentan numerosos espacios intercelulares
como un aerénquima (Fig. 46, cabeza de flecha). El resto del mesocarpio es de células
parenquirmnaticas e isodiamétricas, a excepcion del estrato mas interno (y adyacente al
endocarpio), cuyas células estan alargadas en sentido del eje mayor del fruto y cuyo
citoplasma y paredes se tifien densamente. E! endocarpio es uniestratificado y esta

formado de células casi isodiamétricas y lignificadas (Figs. 47, 54).
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LAS DIFERENCIAS DURANTE EL DESARROLLO DE LAS ANTERAS ENTRE LOS

MORFOS PIN Y THRUM
Durante el estudio del desarrollo de
significativas entre ellos. El primer evento observado fue el nimero de anteras abortivas,

los morfos se observaron diferencias

que fue mayor en el morfo thrum que en el pin. La regidon que corresponde al tejido
esporégeno se observd completarmente colapsada al inicio de la meiosis, no habia tapete
ni granos de polen formados (Fig. 5§5).

Segundo. durante la meiosis, en algunos l6culos de las anteras thrum no hubo
tapete (Fig. 56) o estuvo completamente ausente en todos los léculos (Fig. 57). En etapa
de tapete uninuclear, las tétradas fueron anormales, y la exina uniforme (sin
ornamentaciéon al observarse en microscopio de luz), y el contenido celular de cada
microspora se encontré colapsado (Fig. 58). También durante la etapa meidtica, algunas
microsporas permanecieron unidas en tétradas por medio de puentes citoplasmicos y la
calosa fue muy gruesa (Fig. 59).

En etapa de microspora bicelular algunos grancs de polen presentaron el
citoplasma fuera de los limites de la exina (Fig. 60), asl como una gran cantidad de
granos de polen pequerios y vacios (Fig. 61).

-Granos de polen jovenes que
permanecieron unidos en diadas, ellas compartian la misma pared celular, pero sélo

ya deberian corresponder a monadas

presentaron dos nticleos, sin embargo almacenaron almiddn (Fig. 62).

En este morfo thrum, muchos granos de polen mal formados y aglutinados,
formaron una masa de granos de polen bicelulares, con abundantes reservas de aimidén,
pero sin aberturas (Fig. 63).

En un mismo léculo de antera pudieron observarse granos de polen normales y
anormales (pequeios, colapsados y con exina mal formada, en lugar de presentar
verrugas, se observaron protuberancias globosas) (Fig. 64).

Finalmente, se detectd una aita proporcién de granos de polen amorfos y vacios
(Fig. 65).
En algunas anteras abortivas del morfo thrum, el tapete se hipertrofis. Sus células
fueron grandes y vacuoladas en la etapa de diada (Fig. 66). La figura 10 muestra una
diada normal del marfo pin. En el interior de cada una de las microsporas y antes de que
se formara la exina, se observaron vacuolas tanto en el tapete como en cada una de las
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microsporas (Fig. 66), las cuales no se manifestaron en ias microsporas normales del

morfo pin (Figs. 11).
Todas estas anormalidades durante el
repercuten en ia disfuncionalidad del morfo thrum como donador de polen, ya que esto

desarrollo de los granos de palen

representa esterilidad masculina parcial, poniéndolo en desventaja con el merfo pin, que

no presenta este problema.
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LAMINA 1.- Figuras 1-6. La morfologia de los botones florales.

Un botén floral con los sépalos (S) removidos para observar los primordios de
los pétalos (Pp), de los estambres (Fe) y de los cuatro carpelos (Pc). MEB,

escala = 50 um.
Un primordio de ovaric con tres carpelos (Pc) en formacion y la nuceia (N).
MEB, escala = 22.7 um.

Un conjunto de botones florales cubiertos por muchas bracteas (Br), escala = §3
Hm. i

Un botdn floral con los primordios de los pétalos (Pp) y con células taniniferas en

los sépalos (5), escala = 24 um.

Corte longitudinal de botén floral con los sépalos (S), los pétalos (P) con células
epidérmicas digitiformes y los primordios de los estambres (Pe), escala = 32 um.

Los primordios de los estambres (Pe) y los carpelos (Pc), escala = 32 um.
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LAMINA 2.- Figuras 7-14. La maeiosis de las céiulas madres de las microsporas.

Fig. 7. Las divisiones periclinales del tejido arquesporial (Ta) en ias anteras. P, pétalo,

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
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escala = 8 um.

8. Corte longitudinal de la antera mostrando las divisiones del tejido arquesporial

(Ta) para originar la capa parietal primaria (Cp). escala = 8 pum.
9. Las células madres de las microsporas (Cm), escala = 4 um.

10. La meiosis | de las células madres de las microsporas formando una diada

rodeada de calosa (Ca), escala = 3.8 um.

11. Tétradas isobilaterales, = 3.8 um.

12. Las microsporas al final de la etapa de tétrada del morfo pin con la exina

reticulada y los restos de la calosa (Rc), escala = 9 um,
13. Los cuerpos de Ubisch (U) en las células rotas del tapete, escala = 8 um.

14. Un grano de polen del morfo thrum con los cuerpos de Ubisch (U) sobre la

exina verrugada, escala = 5.5 um.
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LAMINA 3.- Figuras 15-22. El desarrollo y la morfologia de los granos de polen.

15. Las microsporas jovenes libres cubiertas por los cuerpos de Ubisch (U), es-

cala = 16. um.
16. Grano de polen bicelular, escala = 6.2 um.

17. Un grano de polen tricolporado con la intina (flecha) y la exina (cabeza de

flecha), escala = 8.8 um.

18. Grano de polen con granos de aimidén en su interior. Microscopia de polari-

zacion, escala = 35.3 um.

19. Un grano de polen joven hidratado del morfo pin con la ornamentacién del
coipo (Co), la membrana del poro (Po) y la exina reticulada. MEB, escala

=5 um.

20. Granos de polen del morfo pin deshidratados en vista polar y ecuatorial (las

aberturas se han cerrado). MEB, escala = 6.3 um.
21. Graneo de polen del morfo thrum con la exina verrugada. MEB, escala = 5 um.

22. Grano de polen del morfo pin con la exina reticulada. MEB, escala = 4.5 um.
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LAMINA 4.- Figuras 23-30. El desarrolio de la pared de la antera y de los
primordios carpelares.

Fig. 23. Corte longitudinal de la antera con la epidermis (E). los pétalos (P) y el tejido
arquesporial en divisidn (Ta), escala = 4 um.

Fig. 24. La pared de la antera es del tipo dicotiledéneo con el endotecio (En), la capa
media (Cd), ia célula madre de la microspora (Cm) y los pétalos (P), escata =

5.5 um.

Fig. 25. Los pétalos (P) cubriendo la pared de la antera joven con la capa media (Cd)
biestratificada, escala = 12 upm.

ig. 26. La pared de la antera en desarrollo avanzado mostrando una epidermis (E),
el endotecio {(En) con plastos, la capa media (Cd) en degradacién y ei tapete
binucleado (T). escala = 12 um.

F

Fig. 27. La pared de |la antera madura mostrando el endotecio (En) y los restos del
tapete (T). escala = 6 um.

Fig. 28. Acercamiento del endotecio con las paredes celulares engrosadas (Pn) y los
plastos (flecha). MEB, escala = 8 pm.

Fig. 29. La antera madura es bitobulada y tetrasporangiada. Las flechas muestran el
estomio de cada Idbulo (flechas), escala = 21.5 um.

Fi

ig. 30. Corte longitudinal de los primordios de los carpelos (Ca) y 1a nucela (N), escala
=21 um.
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L AMINA 5.- Figuras 31-38. El desarrollo del dvido.

31. Dos nucelas (N) en desarrollo y los primordios carpelares (Pc), escala =21 um.

32. El primordio ovular. El évulo se curva y se inicia el desarrollo de los tegumentos
(flechas). Pc, primordio carpelar, escala = 21 um.

33. La division de la célula arquesporial en célula madre de la megaspora (Cm) y
célula parietal (Cp) abajo de la epidermis (E). Pt, primordio del tegumento interno,

escala = 8.2 um.

34. Corte longitudinal del boton floral con un évulo desarrollado. Es, estilo; Eg,
estigma y los apéndices en la base de los pétalos (flecha), escala = 70 um.

35. Corte longitudinal del ovario (Ov) mostrando la pared del ovario (Po), el évulc
maduro y el saco embrionario (Se), escala = 18.8 pm

36. Acercamiento de los estambres, ta corola y el caliz Los sépalos presentan
células digitiformes en la parte apical (lecha). escala =24 um.

57. La zona micropilar del saco embrionario con las sinérgidas (S) y el tavete
tegumentario (Tt), escala = 33 um.

38. La zona micropilar del saco embrionario con la ovocélula (O) vy el tapate
tegumentario (Tt). escala = 33 pm.
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LAMINA 6.- Figuras 39-47. El desarrolio del fruto y de fa semilia.

39. Corte transversal de una flor joven con ovario joven trilocular (Po) con un sélo
I6culo fértil y dos ldculos estériles (*), escala = 30 um.

40. El estigma con granos de polen (flechas). MEB, escala = 3 um.

41. Corte transversal de un ovano ae flor en antesis. Dos de los loculos son

fértiles, escala = 28 pm,

42. Corte transversal del ovario con un léculo fértil en el cual se desarrollan

dos évulos, escala = 30 um.

43. Corte longitudinal de la parte distal del ovario donde se implanta el dvulo; el
abturador (flecha) se localiza cerca del micrépilo (Mi), escata = 22, pm.

44. Corte transversal del ovario con un évulo mostrando la nucela (N), el tegumen-
to interno (Ti), el tegumento externo (Te) y la rafe (R). Las flechas sefialan los

16culos obliterados, escala = 15 um.

45. Corte longitudinal del fruto con la semilla joven an la zona del antirafe mostrando
{a pared dei ovario (Po), la testa (Tx), el mesotegmen (Mt), el exotegmen (flecha),
el tapete tegi.lrnemario (Tt) y la nucela (N) en degeneracion, escala = 15 um.

. 46. Corte longitudinal del fruto con la semilla en etapa avanzada. El exotegmen se ha

lignificado (flecha), el mesotegmen (Mt) y el contenido dei tapete tegumentario (Tt)
se degradan, escala = 18 um.

47. La cubierta seminal esta formada por la testa (Tx) y el exotegmen lignificado (Et).
Endocarpio lignificado (flecha), escala = 8 um.
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LAMINA 7.- Figuras 48-56. La embriogénesis, la endospermogénesis y las
anteras abortivas.

48. La primera division del cigoto. La célula apical (Ca) es de mayor tamafio que la
basal, escala = 36. um.

49. El embridn globutar, escala = 36. pm.

50. El embrién acorazonado ocho dias después de la fecundacioén, escala = 10 um.

51. El embrién diez dias después de la fecundacion, rodeado por el endospermo
celutar (Ec) y tapete tegumentario (Tt). Co, cotiledén, escala = 13.3 um.

52. Corte longitudinal del fruto con el embrién cotiledonario veinte dias después de
1a fecundacion y rodeado por el endospermo celular (Ec), escala = 450 um.

53. El endospermo en etapa de nucleos libres (flechas) rodeado por el tapete tegu-
mentario (Tt), escata = 33 um.

54. L.a pared del ovario con el endocarpio (Ed) lignificado. MEB, escala = 8 um.

5§5. Corte longitudinal de un lécuto estéril de una antera del morfo thrum, escala =
42.2 um .

56. Corte transversal de la antera con céiulas en etapa de meiosis mostrando un
Iéculo normal con el tapete (T) y otro estéril (Le) sin tapete, escala = 42.2 um.
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LAMINA 8.- Figuras 57-66. Las anormalidades en el androceo del morfo thrum.

57. Una antera con todos los ldculos abortivos, corresponde a una etapa de células

madres de las microsporas en meiosis. En, endotecio, escala = 27 pm.

58. Una tétrada de microsporas abortivas. El ci na esta c > y no se
observa ornamentacién en la exina, escala = 35 um.

59, Tétradas abortivas, manteniéndose las microsporas unidas por puentes citoplas-
micos {flecha). El citoplasma es muy denso y no hay exina, escala = 35 pm.

60. Un grano de polen en etapa bicelular con el citoplasma fuera de los limites de la
exina (flecha), escala = 35.3 um.

61. Granos de polen vacios y pequefios, escala = §5.5 um.

. 62. Granos de polen que permanecen unidos compartiendo un citoptasma con

granas de almidén (G) y rodeados por una exinay una intina comunes,
escala = 35.3 pm.

63. Granos de polen aglutinados, escala = 54 uym.

. 64. Granos de polen normales con la exina verrugada y granos de polen abortivos

en el mismo l6culo de una antera thrum. Exina anormal (flecha), escala = 11.4 um.
65. Granos de polen amorfos y sin granos de almidén, escala = 35.3 ym.

66. Hipertrofia de las células tapetales(T) durante la meiosis de las células madres de
las microsporas. V, vacuolas; En, endotecio, escala = §5 um.
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V. DISCUSION

Durante la investigacion bibliografica que sirvidé de marco tedrico para esta tesis,
no se encontraron publicaciones que abordaran el estudio de la asimetria reproductora en
especies heterostilicas, desde la perspectiva embriolégica. Este enfoque se desarroita por
primera vez en esta investigacion.

Los hallazgos obtenidos al estudiar el desarrollo reproductor de los dos morfos en
Erythroxylum havanense, se compararon con los estudios correspondientes a otras
especies del género. Estos coinciden, en general, en: la estructura y el desarrolio de la
antera, el grano de polen joven, el desarrclio del 6vulo, la organizacién del saco
embrionario, ia embriogénesis y el desarrollc de la semilla (Narayana, 1960. 1864, 1970
Corner, 1976; Boesewinkel y Geenen, 1980).

Davis (1966) y Cronquist (1981) mencionan que el género Erythroxylum tiene
Svulos tanto andatropos como hemianatropos, sin embargo nunca puntualizan si en una
misma especie se pueden presentar ambos tipos de Ovulos o las distintas especies tienen
uno u otro tipo. Todas las especies del género Erythroxylum en las cuales se ha
estudiado el desarroilo del évulo, sdlo presentan el tipo anatropo, lo cual coincide con £.
havanense (Narayana, 1960, 1964, 1970; Corner, 1976; Boesewinkel y Geenen, 1980;
Berry et al., 1991).

En £. havanense se observaron tétradas de microsporas tetrahédricas e
isobilaterales. Siempre se han descrito tétradas de microsporas tetrahédricas para las
especies del género, excepto para E. lanceum, que ademdas presenta tétradas en
decusada (Rao, 1966, citado en Narayana, 1970). Los granos de polen de E. havanense
son bicelulares al mamento de la dispersion, mientras que para el resto de las especies
del género estudiadas se han encontrado granos de polen tricelulares (Narayana, 1960,
1964, 1970; Davis, 1966).

Las especies del género Erythroxylum presentan un ovario trilocutar y tricarpeiar
(Narayana, 19€0, 1964, 1970; Boesewinkel y Geenen, 1980). £n E. havanense y en
algunas especies mencionadas por Corner (1976), se observaron muy esporadicamente
cuatro carpelos. Cuando el ovario es trilocutar sdlo se desarrolla un dvulo, raramente dos
en el I6culo fértil. A diferencia de las otras especies (Boesewinkel y Geenen, 1980), donde
se menciona que los tres ldculos pueden desarroilar évulos, pero después de la
fecundacién, so6lo se observa una semilla por fruto. Rao (1965, citado en Boesewinke! y

a7



Geenen, 1980) menciona que ia presencia de dos haces vasculares en la rafe del évulo,
tiene alguna relacién con la pérdida de 1a funcionalidad de dos de los l6culos y con la
reduccién en el nomero de &vulos, sin mencionar las bases de esta aseveracion. En las
raras ocasiones en las que se llegan a desarrollar dos évulos en el ibculo féertil de E.
havanense, cada uno de ellos posee dos haces vasculares, mientras que en los l6culos
estériles los dos haces vascutares forman parte deil pericarpio.

€n E. havanense, al igua! que en E. coca (Boesewinkel y Geenen, 1980). se
observa {a presencia de un obturador en el tegumento interno cercano al micropilo. €l
obturador no se ha encontrado en las otras especies de Enthroxylum (Narayana, 1960,
1964, 1970; Davis, 1966; Corner, 1976). La ausencia de obturador y la exina uniforme en
miembros de la familia Erythroxylaceae, fueron dos de los caracteres embriolégicos que
se usaron para separaria de la familia Linaceae (Narayana, 1970). Sin embargo, el
obturador esta presente en al menos dos miembros de Erythroxylaceae, y ademas, en el
caso de E. havanense, se demuestra que la ornamentacién de la exina del polen es
diferente en ambos morfos florales. Dado lo anterior, no se considera valido que estas
estructuras se utilicen como argumento para separar ambas familias. Sin embargo,
cualguiera de las clasificaciones coinciden en aceptar la relacion estrecha con la familia
Linaceae (Cronquist, 1981), debido a que embriclégicamente comparten las
caracteristicas de: estructura y desarrollo de la antera, el gametofito masculino, e} évulo,
el saco embrionario, el endospermo y el embrion.

Al comparar el desarrollo de las estructuras reproductoras del morfo pin con
respecto al morfo thrum en £. havanense, se observé que no hay diferencias en cuanto al
patron de desarrollo del gineceo. El nimero de évulos formados por frutos es similar, por
lo que la diferencia en la produccién de frutos en cada uno de los morfos florales
(Dominguez. 1980; Avila, 1991) parece obedecer a las anormalidades encontradas
durante el desarrolio de! androceo en el morfo thrum. Ademas se detectaron diferencias
en la morfologia del polen.

El heteromorfismo del polen se define como la produccidn de diversos tipos de
polen, algunas veces con diferencias en la fertilidad (Till-Bottraud et al., 1995) y es clasico
de especies heterostilicas. Las diferencias mas frecuentes se encuentran en el nimero
de granos de polen por flor, el tamafio (Ganders, 1979b; Richards y Barrett, 1992) y
menos frecuentemente en la forma, el color o en la escultura de la exina (Vuilleumier,

1967, Ganders, 19789b; Chapman, 1987; Lioyd y Webb, 1992a). Dulberger (1974)
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menciona que el heteromorfismo del polen se ha reportado en 50 de 55 géneros
heterastilicos examinados. El! tamario del polen puede diferir entre los distintos verticilos
de estambres presentes en una misma flor, como sucede en £ coca (Ganders, 1979a),
donde los granos de polen del morfo thrum son mas grandes que los de pin (Ganders,
1979b), muchas veces estas diferencias se deben al nimero de aberturas (Dulberger,
1992). En £. havanense el numero de aberturas es siempre constante (tres colpos y tres
poros en cada grano de polen) y no existen diferencias intermorfo en cuanto al tamafio.
Por otra parte, tampoco se encontraron diferencias en la coloracion de la exina del
polen de E. havanense como se ha observado en algunas especies de Linum (Rogers,
1979; Richards y Barrett, 1992). En contraste, la ornamentacion del polen difirié entre los
morfos, tal como se encontré en otros géneros como Rudgea. (Rubiaceae; Baker, 1956),
Linum (Linaceae; Rogers, 1979, Dulberger, 1981), Lithospernmum (Boraginaceae; Weller,
1980) y en varias especies de la familia Plumbaginaceae (Weber-El Ghobary, 1986).
Estas observaciones difieren de las descritas por Palacios-Chavez e(f a/. (1988), quienes

estudiaron la misma poblacion de E£. havanense. Elics describieron solamente las exinas
reticuladas, como en otras especies del geénero (Erdtman, 1966) Lo anterior podria
deberse a que Palacios-Chavez et a/. (1986) sdlo estudiaron el morfo pin que presenta la

xina reticulada. Sin embargo, cabe sefiialar que en algunas flores thrum también se
encontraron granos de polen con ornamentacién reticulada, pero como estas
observaciones s'e realizaron en flores abiertas, no se descarta la posibilidad de que haya

habido contaminacion.

A pesar de haber observado ambas exinas reticuladas y verrugadas en el morfo
thrum, es posible que este ultimo patrén de la exina esté relacionado con un problema en
ia produccion de la calosa, ya que ésta funciona como un molde para la depositacion de
1a exina (Vijayaraghavan y Shukla, 1977; Takahashi, 1993). Este estudio es el unico que
menciona una diferencia en el patron de la exina en una especie det género Erythroxylum,
ya que todas las demas investigaciones describen tnicamente exinas reticuladas para
ambos morfos. Aunque nuestra descripcidn se basé en repetidas observaciones de
granos de polen, obtenidos del interior de las anteras a punto de dehiscencia de los dos
morfos por separado, asl como en preparaciones permanentes de granos de polen en
diferentes etapas del desarrollo, de diversos individuos pin y thrum, las diferencias en la
escultura de la exina entre los granos de polen son dificiles de explicar. Existen pocos
antecedentes en la literatura que hayan intentado evaluar estas diferencias en otras
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especies. Dulberger (1992) y Ganders (1879b) proponen que estas diferencias o estan

hadas con la capacidad de los granos de polen para adherirse a diferentes partes
de los polinizadores; o bien, con la capacidad para adherirse a los estigmas de los
morfos.

Hay marcadas diferencias en el desarrollo del androceo entre los morfos florales
de E. havanense. El morfo pin presenta un desarrollo normal de las estructuras
reproductoras masculinas, mientras que en el morfo thrum se detectd un ailto nimero de
flores con anormalidades en el desarrollo de las anteras.

En otros sistermas estudiados las anormalidades en la parte masculina pueden
tener diferentes manifestaciones como: A) la ausencia de estambres o anteras
(Chaudhury, 1992, citado en Chaudhury, 1993); B) problemas en {a microsporogénesis
tanto a nivel premeidtico, meidtico (se detiene el desarrollo de las microsporas) o
postmeibtico (Aarts et al., 1993); C) mal funcionamiento del polen al carecer de trifina, un
complejo lipidico y proteico que recubre a la exina y que interviene en el reconocimiento
entre el polen y el estigma (Preuss et al., 1983), D) la carencia de flavonoides que
promuevan la germinacién del polen. como sucede en Zea mays (Coe ef al, 1981) o en
Petunia (Taylor y Jorgensen, 1992) y finalmente, E) problemas en las anteras para liberar
el palen, ya que puede suceder que no haya ruptura del estomio para la dehiscencia
{Dawson et al, 1993, citado en Chaudhury, 1893). En resumen, las anormalidades
durante el desarrollo del polen pueden ocurrir desde 1a organogénesis de la flor hasta el
grano de polen maduro (Shivanna y Johri, 1985; Conley et al., 1994).

Uno de los tejidos que puede estar diractamente involucrado en las anormalidades
del polen es el tapete, que es la capa mas interna de la pared de la antera y una fueante
de nutrimentos y de sustancias de regulacion para las células madres de las microsporas
y de las sustancias precursoras de |a exina de! polen (Zhan et al.,, 1998). Ademas es el
tejido responsable para la sintesis de la calasa, la enzima que degrada la calosa, por lo
que cualquier funcionamiento anormal de este tejido repercute directamente en el
desarrolio de los granos de polen (Hormer y Roger, 1974).

En E. havanense las diversas anormalidades se detectaron en diferentes etapas
del desarrollo del androceo. Se presentaron en el 67% de las flores thrum analizadas
{N=70, Dominguez et al/, en prensa) basicamente en tres niveles: el tejido espordgeno
(esporofito), en el tapete (esporofitico) y en los granos de polen (gametofitico):
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1) A nivel de tejido esporégeno la esterilidad que se manifiesta en E. havanense
se debe a una falla premeidtica o meidtica, provocando que el tejido espordgeno se
colapse, dando como consecuencia que las anteras no produzcan granos de polen y se
atrofien. Este suceso ha sido también observado en mutantes estériles de tomate, maiz
{citas en Chaudhury, 1993) y Petunia parodii y P. hybrida (Conley et al, 1994). Durante la
meiosis de las células madres de las microsporas de E. havanense, se detectaron un
numero considerable de anormalidades que pueden deberse a un mal funcionamiento de
este tejido. Al parecer las células madres de las microsporas entran a meiosis sin
congluiria, ya que en los ISculos estériles se observaron estructuras semejantes a
tétradas. Estas tétradas anormales son pequefias, con el citoplasma colapsado y no
presentan una pared de calosa que las rodee aungue se observan unidas. Posiblemente
la meiosis se adelanta en los léculos de £. havanense sin culminar normmalmente,
mientras que en los l4culos fértiies donde aun no concluye la meiosis, se observan diadas
o cuatro microsporas jévenes rodeadas aun de calosa. Las microsporas de £. havanense
pueden permanecer también unidas por puentes citoplasmicos, pero la pared exina es
muy delgada, como sucede en Sorghum bicolor (Overman y Warmke, 1872) .

2) Anormalidades del tapete: la ausencia de tapete o la atrofia de éste,
manifestada como un crecimiento exagerado y presencia de un gran numero de vacuolas
en las células tapetales de algunos léculos estériles de £ havanense, parece estar
relacionada con la vacuolizacidn de las microsporas en las tétradas y con la carencia de
calosa a su alrededor. En otras especies como Beta vulgaris, la ausencia de tapete en las
anteras, provoca la carencia de la intina y la exina en las microsporas al finai de la
meiosis, al parecer, las células madres de las microsporas, al inicio de la meijosis
presentan numerosas vesiculas, ausentes en [as lineas fértiles (Halldén et al., 1991). Esto
mismo sucede en £. havanense.

En algunas {ineas estériles de tabaco se detectd que las células del tapete se
hipertrofian, siendo de mayor tamafio que las células normales y alargandose hacia el
Iéculo, haciendo presién sobre tas microsporas, lo cual provoca que se liberen
tempranamente de la pared de calosa y estalien debido a la exina atin no completamente
formada (Steigleitz, 1977; Cerceau-Larrival et al., 1982; Chapman, 1987; Worral et al,
1992; Chasan, 1992). Algoe similar puede ocurric en E. havanense. Al parecer, la
formacién de una exina delgada, que carezca de los estratos mas externos (por ejemplo
el tectum) provoca que bajo la presidn de las células tapetales hipertrofiadas, las
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microsporas sean liberadas en un ambiente locutar hipotdnico, con baja presidn osmética,
causada por la ausencia de calosa ya disuelta, provocando la ruptura de |la pared celular
de! polen, sobre todo en las zonas mas débiles como las aberturas, trayendo como
consecuencia la protrusién citoplasmica como sucede en Pergularia daermia
(Vijayaraghavan y Shukia, 1977) y tabaco (Worral et a/., 1992) y que no se descarta sea
la causante de los citoplasmas fuera de los limites de la exina, observados en los granos
de polen de £. havanense, y que son semejantes a las de los granos de poien de Vicia
faba, donde también se asocia con la ausencia de iapete (Cerceau-Larrival et al., 1982).

3) A nivel de granos de polen, las anormalidades en el morfo thrum de E.
havanense se presentan en diferentes etapas del desarrollo: A) Algunas microsporas
unicelulares permanecen unidas de dos en dos formando diadas pero compartiendo un
mismo citoplasma, como se ha observado en plantas estériles de frijol (Johns et al., 1992)
o de Arabidopsis thaliana (Peirson et al., 1996), o bien B) unidas en masulas; C) granos
de polen con citoplasma fuera de los limites impuestos por la exina; D) granos de polen
amorfos, pequefios y vacios sin reservas de almidén; E) anormalidades en la pared de la
exina y D) diferencias morfoldgicas en la escultura de la exina entre el polen pin y thrum.

Las diferencias del polen presentadas dentro dei morfo thrum de E. havanense,
inclusive en el interior de un mismo lo6culo de la antera, sugiere que esos granos de polen
pequefios y mal formados no son viables. La exina no es normal y posiblemente esto
determine que no haya reconocimiento en el estigrna. Lo anterior puede atribuirse ai
tapete, ya que parcialmente es el responsable de |a sintesis de (a exina y también aporta
las moléculas de reconocimiento esporofitico hacia el grano de polen (Shivanna y Johri,
1985; Mascarenhas, 1989, 1990; Jardinaud et 5/, 1993; Greyson, 1994) como el polenkit,
la trifina y los flavanoides, requeridos para ta germinacion del polen en el estigma (Coe et
al., 1981; Bhandari, 1984, Taylor y Jorgensen, 1992; Pacini y Franchi, 1993; Hesse, 1993;
Preuss et al., 1993; Chaudhury, 1993).

Es también impertante reconocer que en £. havanense, las anormalidades durante
el desarrollo y la maduracién del polen, no sélo pueden deberse a cuestiones
esporofiticas donde participa directamente e! tapete. También la célula vegetativa dei
grano de polen sintetiza !as reservas que seran consumidas durante la maduracién de
éste, la polinizacion, la germinacion y el crecimiento del tubo polinico, por o que es Iégica
pensar que el gametofito tambkién podria sufrir alguna alteracién, ya que existe una alta
proporcion de granos de polen en el morfo thrum, sin reservas.
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En los granos de polen estériles (vacios y/o pequenos) del morfo thrum, la
capacidad competitiva es pobre al compararla con la de los granos de poien normales del
mismo morfo, ya que no contienen reservas de almidén que sean consumidas durante el
crecimiento del tubo polinico y por lo tanto, adn cuando lograran ser reconocidos en el
estigma y pudieran germinar, no es una garantia de que puedan alcanzar los évulos y
flevar a cabo la fecundacion. Comparandolos con los del morfo pin resultarian aun menos
competitivos, ya que estos Uitimos tienen un camino més corto que recorrer a través del
estilo en las polinizaciones compatibles (Ganders, 1979b), debido a que el morfo thrum
presenta un estilo mas corto y ademas una velocidad de crecimiento del tubo polinico
mayor, por lo que asi se explicaria la doble cantidad de semillas formadas por parte del
morfo thrum en los estudios de Dominguez (1990) y Avila (1991).

Los granos de polen con exina muy delgada, sin aberturas normales, con
rompimiento de 1a exina y protrusidn del citoplasma, no podrian ser dispersados de
manera eficiente, ya que las condiciones ambientales terminarian con elios antes de su
arribo al estigma. Una exina delgada podria carecer de polenkit, una sustancia producto
del tapete y que protege a los granos de polen contra los efectos de la radiacién solar,
evitando que se dafie el citoplasma de la célula vegetativa y posiblemente amortigua las
mutaciones en las células espermaticas y en la célula vegetativa del polen, ademas de
que evita la pérdida excesiva de agua (Pacini y Franchi, 1993). Asi mismo, una exina
delgada podria carecer de sustancias de reconocimiento como la trifina y los flavonoides
(Taylor y Jorgensen, 1992; Chaudhury, 1993; Preuss ef al,, 1993).

Las anormalidades en los granos de polen del morfo thrum podrian estar

relacionadas directamente con la diferencia en la velocidad de crecimiento de los tubos
polinicos, observada en experimentos de germinacidn /in vitro de ios granos de polen de
E. havanense (Avila, 1991). El morfo thrum presenté una menor proporcién de granos de
polen germinados, y los que germinaron tuvieron una velocidad de crecimiento del tubo
polinico mas lenta. En contraste, los granos de polen del morfo pin, mostraron mayor
eficiencia en los dos parametros registrados. Para compensar la mayor distancia que
tiene que recorrer un tubo polinico thrum, la velocidad de crecimiento deberia ser dos
veces mas rdpida que la de los pin, tal como ocurre en Primula (Lewis, 1942, citado en
Dulberger, 1992) o en el morfo de estios largos en las especies tristilicas: Lythrum
salicaria y L. junceum (citas en Dulberger, 1992) y mas aun si se considera que la
oportunidad que tienen los granos de polen para dispersarse, arribar al estigma, ser
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reconocides, germinar y fograr llegar al saco embrionario correspondiente, se limita a un
corto tiempo, ya que fas flores de £ havanense se marchitan el mismo dia de la antesis,
siendo receptivas Unicamente !as primeras horas de ja martana (Dominguez, 19980).

Los resultados de Avila (1991) son interesantes, ya que &l considera que el morfo
pin se desempeda como un buen donador de polen. Si ademas de fo anterior tomamos en
cuenta que la distancia que debe recorrer un tubo polinico pin sobre un estilo thrum, es
mucho menor que la que debe recorrer un tubo polinico thrum para alcanzar al dvulo a
través de un estilo pin, la desventaja para los ihmm como donadores de polen se
amplifica. Probablemente el bajo porcentaje de germinacion, la distancia larga a recorrer
en un estilo pin y la jenta velocidad de crecimiento. san otras desventajas mas para ef
polen thrum, que podria repercutir en fa formacidén de un menar nimerao de semillas en el
gineceo pin. Esto ayuda a entender por qué el morfo thrum tiene mas probfemas para una

aportacidn de polen efectiva.

El morfo pin no presenta anosmalidades en el desarrollo de ninguna de sus
estructuras reproductoras, ya que es fértit en su funcién masculina y femenina, por lo
tanto participa en fa poblacién como donador de polen y como formador de semillas.
Aungue esta UGitima funcién esté limitada a fa poca cantidad de polen viable del morfo
thrum. En contraste, e! morfo thrum, debido a las anormalidades en su funcién masculina,
no es buen donador de polen, porque presenta esterifidad masculina parcial, sin embargo
es el morfo que participa con un mayor namero de semillas en la poblacian (dos veces
mas que el marfo pin) como Jo demuestran Dominguez (1990) y Avila (1991). Es claro

que este morfo lleva a cabo mas eficientemente la funcién femenina.
La diferencia significativa en fa produccién de semillas entre los individuos pin y

thrum sugiere un proceso de especializacion en fos morfas florales (Dominguez, 199Q;
Dominguez y Dirzo, 1995). Se ha sugerido que la diferencia en la produccién de semiilas
entre los morfos de heterostilicas, podria ser una consecuencia del flujo
asimétrico de polen (Omduff, 1966; Beach y Bawa, 1980; Chamov, 1984; Casper, 1992).
La posibilidad de que las diferencias reproductoras de E. havanernse se deban at flujo
asimétrico de polen entre los morfos florales, se ha descrito anteriormente. Se ha
demostrado que los polinizadores no distinguen entre los dos tipas de flor y por jo tanto
fas visitan con la misma intensidad (Dominguez, 1990; Avila, 1991; Dominguez y Dirzo,
1935). Asf mismo. una serie de experimentos de cruzas controladas demostraron que la
asimetrfa reproductora se mantiene bajo un régimen de flujo simétrico de polen
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(Dominguez, 1990; Avila, 1991, Dominguez, et a/., en prensa). Estas observaciones no
son capaces de explicar las diferencias observadas en la produccion de semillas entre los
individuos pin y thrum de £. havanense. En contraste, el estudio embriolégico demostré
que las diferencias se deben a que las flores thrum son parcialmente estériles en su
funcién masculina.

En la presente investigacién se demuestra que la esterifidad masculina observada
en el morfo thrum de £. havanense, se debe al desarrolio alterado del tejido esporégeno,
del tapete y del gametofito masculino. Existen marcadas semejanzas en el desarrollo de
las anteras del morfo thrum, con el de otras especies que presentan esterilidad masculina
citoplasmica. En estas especies el tapete juega un papel importante en el desarrolio de

los granos de polen viables (Bhandari, 1984; Pacini et a/., 1985; Shiwvanna y Johr, 1985;
Chapman, 1987; Suns y Ganders, 1986). Sin embargo, el tapete no es el unico
responsable de las malformaciones del polen thrum, algunas anormalidades se deben

también a problemas en el gametofito masculino. Hacen falta estudios mas detallados
ultraestructurales, moleculares, bioquimicos y genéticos que ayuden a entender lo que

esta ocurriendo en detalle en £. havanense.

La esteriidad masculina del morfo
se estad comportando comao un sistema parcialmente

thrum sugiere que este sistema,

fenotipicamente heterostilico,
ginodioico (presencia de individuos con flores bisexuales e individuos con flores pistiladas

en una misma poblacion). El morfo pin funciona como un hermafrodita y el morfo thrum,
parcialmente estéril, funciona principalmente como femenino. La importancia de los
hallazgos del presente trabajo, radica en que a partir de ellos, se puede proponer que la
esterilidad masculina de uno de los morfos, funciona como un nuevo mecanismo para la
ruptura de la heterostilia.

Se ha propuesto que la heterostilia puede originar nuevos sistermas reproductores
como son: el hermafroditismo (homostilia) y el diocicismo (Omduff, 1966; Opler et af.,
1975; Lloyd, 1979; Beach y Bawa, 1980; Muenchow y Grebus, 1989; Barrett, 1980). Sin
embargo, esta es la primera investigacion en la que se propone que un sistema
heterostilico, pueda originar también a un sistema reproductor ginodicico.

En la familia Erythroxylaceae la mayoria de las especies son distilicas (Ganders,
197%a), pero se han encontrado también casos de diocicismo en ocho especies de Las
Antillas y Centroamérica (Schulz, 1931), por lo que no puede descartarse también que en
esta familia se puedan originar sistemas dioicos a partir de heterostilicos. Sin embargo se
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carece de estudios ecolégicos y embrioldgicos que sustenten una discusidn sobre este

punto.
La ginodiecia es un sistema de reproduccién sexual que surge en poblaciones
intereses genéticos sobre la

hermafroditas, como consecuencia de un conflicto de
distribucién de recursos asignados al desarrolio del polen y dvuios (Cosmides y Tooby.

1981; Frank, 1989; Saumitou- Laprade et 8/, 1994; Dominguez, 1995). La distribucion de

los individuos estériles masculinos (femeninos) entre las poblaciones hermafroditas,
ya que la esterilidad masculina

refleja la resolucion de los conflictos gendmicos,
citoplasmica debe considerarse como el resultado de la interaccién coevolutiva entre

genes citoplasmicos y nucleares (Van Damme y Van Delden, 1982; Van Damme, 1983;
Saumitou-Laprade et a/, 1894). La informacién genética contenida en el citoplasma y en
el nucleo puede influir en el fenotipo y estad sometida a seleccidn natural dependiendo de
la manera de heredarse, ya sea uniparental o biparental (Saumitou-Laprade ef a/., 1994).
En la mayoria de las especies ginodioicas, la esterilidad masculina involucra al genoma
mitocondrial y nuclear (van Damme, 1983).

Si se presentara una mutacidn en el genoma citoplasmico, principaiments el

fenotipicamente causara esterilidad masculina. Pero si existe un alelo

mitocondrial,
la fertilidad en la siguiente generacion

restaurador en el nucieo, se restablecera
{Saumitou-Laprade eof a/., 1984). En E. havanense se desconoce aun que tipo de herencia

presenta la esterilidad masculina en el morfo thrum y si los alelos restauradores pudieran
estar asociados con e! supergen de la heterostilia. A pesar de que existen semejanzas
entre la esteriidad masculina en £. havanense y algunas especies con esterilidad
masculina citoplasmica, no se puede afirmar que la esterilidad de & havanense sea
citoplasmica. Se requiere aun del conocimiento ultraestructural, genético y molecular para
poder afirmar si el sistema reproductor de E. havanense, que se esta comportando como
parciaimente ginodioico, podria convertirse en un sistema completamente ginodioico y

posteriormente tender hacia el dioicismo, con una previa péardida gradual de la fertilidad
femenina de los individuos hermafroditas, como lo wmencionan Charlesworth y
Chariesworth (1978), lo cual apoyaria la primera propuesta de Dominguez (1990) y Avila

{1991) para £. havanense.
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Vi. CONCLUSIONES

LLa embriologla de E. havanense es semejante a la de otras especies del género.
Las diferencias encontradas radican en la ornamentacion de la exina, la presencia de un
obturador (aunque hay otra especie que si lo presenta) y el numero de células en el grano
de poten maduro.

Al comparar el desarrollo de las estructuras reproductoras de los morfos pin y
thrum en E. havanense, se detectd una esterilidad masculina parcial en el morfo thrum.

La presencia de la esterilidad masculina parcia! en el morfo thrum, explica la
asimetria reproductora encontrada en esta especie heterostilica.

Esta especie morfolégicamente heterostilica, se comporta como ginodioica parcial.

tas anormalidades que presenta durante el desarrollo dei polen el morfo thrum en
E. havanense, son semejantes a las que se presentan en los casos de esterilidad

masculina citoplasmica.
Se desconoce si el sistema reproductor, morfolégicamente heterostilico de E£E.

havanense se encuentra en el inicio de la evolucién hacia un sistema reproductor dioico,
como lo propusieron en un principio Dominguez (1990) y Avila (1991), o si se encuentra

casi por concluir el establecimiento de un sistema ginodioico.
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