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RESUMEN

Bursera medranoana Rzedowski & Ortiz (Burseraceae) es una especie de
origen hibrido entre Bursera morelensis Ramirez y Bursera schlechtendalii Engl.
que habita en fa Barranca de Tolantongo en Hidalgo, México. B. medranoana
posee flores perfectas, si embargo en sus anteras no se observan granos de
polen; pese a esto todos ios individuos paseen frutos que permanecen adheridos
a la planta madre por varios meses, en ocasiones por un afo.

Los resultados obtenidos en este estudic mostraron que en Bursera
medranoana:

a) las anteras se atrofian durante su desarrolio. La maxima etapa en la
cual se observan anteras viables es el momento en el que las células madres de
las microsporas entran en meiosis. La esterilidad masculina se atribuye a una
disfuncion tapetal y/o a la depositacion de taninos en el tejido conectivo alrededor
de los haces vasculares.

b) La formacion del saco embrionario aparentemente es tetraspérica de
tipo Adoxa, pero en ningun casc fue observada una ovocelula funcional.
Alteraciones en su formacion fueron evidentes.

c) La formacién de semilias es agamospérmica. Se forman embriones a
partir del tegumento interno del 6vulo, es decir, Bursera medranoana se reproduce

por apomixis.
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INTRODUCCION

Bursera medranocana Rzedowski y Ortiz (Burseraceae) es una especie
hibrida entre Bursera schlechtendalii Engler y Bursera morelensis Ramirez
(Rzedowski & Ortiz, 1988). Se le encuentra creciendo en las laderas de la
Barranca de Tolantongo en el estado de Hidalgo, asociada a poblaciones de sus
progenitores {Hiriart, 1981). Es una especie arbdrea hermafrodita que produce
abundantes frutos y semillas. Estas, al madurar, poseen un embrién gue ocupa
casi todo el volumen de la semilla, ademas de tener un pseudoarilo producto del
mesocarpo que las rodea y que tiene un intenso color naranja, probablemente
relacionado con la dispersion de la semilla (Rzedowski & Kruze, 1979).

Observaciones en campo de B. medranoana mostraron la ausencia de
granos de polen en las anteras de flores en antesis (Rzedowski & Ortiz, 1988), lo
cual contrasta con la abundante produccién de frutos de la especie.

Dada esta observacion, el tipo de reproducciéon que presenta este hibrido
podria ser sexual o asexual. En el primer caso, podria ser que tas anteras
produjeran escasos granos de polen que pasaran desapercibidos en
observaciones macroscopicas, y que fueran éstos los responsables de la
fecundacién, o gue uno 0 ambos progenitores fueran los donadores del polen.

Por otro lado, si la especie presentara una reproduccion asexual, no
necesitaria de granos de polen para producir semillas con embriones. Su
formacion podria deberse a un proceso apomictico.

En este trabajo se exploraron estas dos hipotesis para poder dar

respuestas, del tipo de reproduccion que presenta B. medranoana.
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ANTECEDENTES

Familia Burseraceae

La familia Burseraceae esta formada por aproximadamente 540 especies
de plantas lefiosas que se distribuyen en 18 géneros, encontrandose en Bursera,
Canarium, Commiphora y Protium alrededor de 385 especies. Su distribucién es
tropical, habitan selvas caducifolias y himedas, principalmente en América, Africa
y Asia, ya que en Australia son pocas las especies encontradas. Son plantas
perennes arbustivas o arborescentes, cuya corteza puede o no ser exfoliante, y
gue producen aceites esenciales aromaticos.

En Asia y Africa, algunas especies son maderabies, pero su principal uso
es en la industria de los perfumes al extraer sus esencias.

La importancia etnobotanica de la familia Burseraceae en México esta
relacionada con la quema de sus resinas en ceremonias religiosas y en su uso
para la elaboracion de barnices y pegamentos para porcelana y marfil,
adicionalmente se le atribuyen algunas propiedades medicinales contra las
picaduras de animales venenosos Yy contra enfermedades venéreas,
recolectandose esta resina entre los meses de septiembre y octubre

principalmente (Martinez, 1959).

Género Bursera

El género Bursera destaca al contar con aproximadamente 100 especies
distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta Perl y el sur.de Brasil, las
Antillas y las islas Galapagos y Revillagigedo (Rzedowski y Kruze, 1979); de estas
especies, 80 se encuentran en México en selvas caducifolias, en regiones calidas
con sequias largas e incluso se presentan en algunas regiones templadas, calido
hiimedas o aridas, en altitudes entre los 600 y 1000 ms.n.m., alcanzando sus
méximas concentraciones en la depresion del Balsas. Ei género Bursera se divide
en dos secciones: Seccién Bullokcia y seccién Bursera (Rzedowski y Kruze,
1979).
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Algunas especies, o al menos parte de sus poblaciones suelen ser
perfectamente dioicas, mientras que en otras, individuos “masculinos” portan una
pequefia proporcion de flores femeninas y en otras especies, ademas de flores
unisexuales, parecen existir con mayor ¢ menor frecuencia las perfectas
funcionaies (Rzedowski & Kruze, 1979)

El primer ejemplar de Bursera colectado fue colocado dentro de la familia
Anacardiaceae, con la cual esta intimamente relacionada y de la que se diferencia
por la presencia de dos 6vulos por léculo en Burseraceae y uno en Anacardiaceae
(Johri, 1984 Forman et al., 1988). Otra familia con la cual se encuentra muy
relacionada es Simaroubaceae, con quien comparte una gran cantidad de
caracteres embrioldgicos (Rao,1970).

La formacion de hibridos interespecificos es comin en el género Bursera.
Este fendémeno fue propuesto por McVaugh y Rzedowski (1965) entre especies
de la misma seccion, basandose en la presencia de individuos con caracteristicas
morfolagicas intermedias. Posteriormente y gracias al empleo de tecnicas
cromatograficas ha sido posible hacer andlisis comparativos entre los terpenoides
presentes en los aceites esenciales de Bursera, permitiendo la resolucion de
algunos problemas taxonémicos del género (Rzedowski y Ortiz, 1982).

En la Barranca de Tolantongo en Hidalgo, México, conviven entre otras,
cuatro especies del género Bursera que son de particular interés para este
estudio: Bursera aff. simaruba (L.) Sarg., B. morelensis Ramirez, B.
Schiechtendalii Engl. y B. medranoana, ésta tltima propuesta como una especie

de origen hibrido entre las dos primeras por Rzedowski y Ortiz (1588).

Ubicacion taxonémica de B. medranoana.

La ubicacion taxonomica de Bursera medrancana es la siguiente
(Cronquist, 1981; Rzedowski & Kruze, 1979).

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Sapindales
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Familia Burseraceae

Género Bursera

Seccién Bursera

Especie Bursera medranoana

Bursera medranoana.

Por lo general la presencia de hibridos en Bursera se relaciona con zonas
de alta perturbacion lo que conlieva a la existencia de numeros poblacionales
bajos (Rzedowski y Kruze, 1979), B. medranoana, sin embargo, forma una
poblaciéon que en algunas laderas de la Barranca de Tolantongo iguala en numero
a la de B. morelensis y supera a la B. schlechtendalii. Rzedowski y Ortiz (1988),
mencionan que la poblacién de B. medranoana esta ajena a la perturbacion, es
vigorosa y reproductivamente bien aislada y activa.

Todos los individuos de B. medranocana presentan frutos, aunque en
algunas ocasiones en poca cantidad. Las flores son perfectas y aungue presentan

estambres no se observan granos de polen en ellos (Rzedowski y Ortiz, 1988).

B. morelensis y B. schlechtendalii.

En cuanto a las especies progenitoras, éstas son dioicas y pertenecen a la
seccion Bursera del género (Toledo, 1982). En Bursera morelensis las flores
masculinas y las femeninas son (3-4)5-meras, mientras que en B. schlechtendalii
las masculinas son 4-5-meras y las femeninas son trimeras, a veces ambos tipos
en un individuo (Toledo, 1982).

Reproduccion asexual

La reproduccion es el requisito para perpetuar a la poblacion o a la especie
a través del tiempo, siendo el medio de multiplicacién y colonizacion de nuevos
territorios (Grant, 1988).

Dentro de la reproduccion se tienen los procesos sexuales que implican
una alternancia de fecundacién y meiosis que provocan recombinacion genética y

los procesos asexuales que constituyen una ventaja en un ambiente poco
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cambiante, al cual la especie ya estd bien adaptada, dado que con este
mecanismo se evita 0 se reduce al minimo la formacién de tipos recombinados
mal adaptados, y muy probablemente el sistema completo de reproduccion de
una especie que ha tenido éxitc durante un periodo largo de tiempo represente

una combinacion de procesos sexuales y asexuales (Grant, 1989).

Concepto de especie

La especie bioldégica se define como un conjunto de formas que se
entrecruzan real o potencialmente, en donde el entrecruzamiento entre especies
esta limitado por mecanismos de aislamiento (Ridley, 1996). Sin embargo, este
concepto de especie bioldgica séio se puede aplicar a organismos biparentales,
ya que los uniparentales no forman grupos que se aparean, por esto Grant (1989)
emplea el término microespecie para designar a las poblaciones de grupos
vegetales predominantemente uniparentales, uniformes por si mismas vy
ligeramente diferenciadas entre si en cuanto a la morfologia, en ocasiones con
una distribucion restringida a una cierta area geografica y con frecuencia de
origen hibrido.

Este mismo autor agrupa a las microespecies en cuatro clases principales,
segun su modo de reproduccion: a) microespecies clonales: que se reproducen
asexualmente por propagaciéon vegetativa, como Opuntia sp.; b) microespecies
agamospermas, que se reproducen por agamospermia (produccion asexual de
semillas) como es el caso de Rubus moriferus; ¢) microespecies heterogamas,
que se reproducen siguiendo los patrones genéticos de Oenothera biennis 0 Rosa
canina y d)} microespecies autdbgamas como Erophila sp. que se reproduce
sexualmente. De estas clases, las microespecies heterégamas y agamospermicas
son hibridos heterocigotos permanentes.

Al principio, la poblacién hibrida puede constar sélo de algunos individuos,
posteriormente pueden existir clones pequefios y microespecies endémicas hasta

formar por Ultimo microespecies extensas.




Biologia reproductiva de Bursera medranoana Aurea del Carmen Cortés Palomec

Agamospermia.

Como se menciond, con el término agamospermia se refiere a la

produccién de semillas viables con embriones que se han producido sin
fecundacion. Dentro de la agamospermia Grant (1989) reconoce tres tipos:
a) La partenogénesis, en el cual la semilla se forma a partir de una ovocelula no
reducida en el saco embrionario, b) La apogamia, en la cual la semilla se forma a
partir de alguna célula o nicleo distinto de la ovocélula en el saco embrionario, y
c) La embrionia adventicia, en la cual la semilla proviene de aiguna célula
somatica en el 6vulo.

Para Bhojwani (1981), las plantas apomicticas son aquellas que han
substituido la reproduccion sexual que incluia meiosis y singamia por una
reproduccion asexual en la cual se evita la recombinacién, siendo posible
encontrar en algunas ocasiones individuos de una misma especie se reproducen
sexual y apomicticamente. Este autor, reconoce dos grandes grupos de apomixis:
la reproduccién vegetativa y la agamospermia. Dentro de la agamospermia,
Bhojwani (1981) y Howell (1998) ubican a la embrionia adventicia, la diplosporia
(que seria el término equivalente a la partenogénesis de Grant), y la aposporia en
la cual el embrion se forma directamente de un saco embrionario no reducido
proveniente de la nucela.

La agamospermia puede ocurrir sin polinizacién o en ocasiones requerirla
denominandose entonces pseudogamia (Grant, 1989), y puede ser facuitativa u
obligada, existiendo en el primer caso una produccion sexual de semillas,
mientras que en la segunda todas las semillas producidas son asexuales
(Raghavan,1997).|

Por otra parte, para Asker y Jerling (1992) los términos apomixis y
agamospermia son sinonimos, para Bhojwani (1974} la agamospermia es un tipo
de apomixis. En este trabajo se tomaran los términos agamospermia y apomixis

COMO SiNGNIMos.
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Especiacion por hibridacién

En el proceso de especiacion por hibridacién en plantas se tienen dos
grandes tipos. A) Especiacion por hibridacion con reproduccion sexual, en donde
el origen de una nueva especie biologica ocurre directamente de un hibrido
interespecifico. B) La especiacion pdr hibridacion se da con reproducciéon asexual
y la multiplicacion del hibrido es por mecanismos que evitan el ciclo sexual, la
diseminacion de este tipo de hibridos es a través de un area geografica definida,
de modo que alcanza el tamafo y composicidn de una microespecie o especie
uniparental. Dentro de este ultimo tipo encontramos el caso en el cual la
especiacion sucede por apomixis; una nueva microespecie clonal o
agamospérmica se desarrolia, a partir de un hibrido interespecifico por medio de
propagacion vegetativa o por formacion de semilla agamospérmica
respectivamente (Grant, 1989).

La hibridacion natural y el flujo génico pueden tener lugar entre especies
biolégicas, siempre y cuando las barreras al cruzamiento tengan una eficacia
menor al 100%, las barreras al cruzamiento entre especies vegetales relacionadas
del mismo género o seccion pueden con frecuencia romperse hasta cierto punto,
por lo gue no es raro encontrar dos especies simpatricas distintas, y que no se
aparean, distribuidas a través de una amplia zona pero que se hibridizan
localmente en uno o en pocos sitios (Grant, 1989), siendo la hibridacion un
proceso que se da de manera natural con reiativa frecuencia (Ridley, 1996).

Solo en aquellos casos en los que en los que la sexualidad y el
cruzamiento persisten a través de las etapas formativas criticas se puede hablar
del origen hibrido de nuevas especies biolégicas. Sin duda muchos hibridos se
forman en la naturaleza, pero s6lo algunos logran convertirse en nuevas especies,
ya que la esterilidad y la segregacion son dos factores que deben tenerse en
cuenta al tratar la especiacion por hibridacion, sobre todo la segregacion (Ridley,
1996; Grant, 1989).
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JUSTIFICACION

México contiene una gran diversidad de especies de la familia Burseraceae
y es propuesto como un centro de especiacion para el género Bursera, siendo el
fenomeno de hibridacion uno de ios procesos a los cuales se atribuye esta
diversidad. Como se mencion, B. medranoana es una especie de origen hibrido
entre B. morelensis y B. schlechtendalii (Rzedowski & Ortiz, 1988) por lo que
conocer como es la reproduccion de esta especie permitirda hacer inferencias
sobre la reproduccién de otros hibridos en el género.

Por otro lado, los trabajos embriolégicos para la familia han sido pocos y
son muy antiguos e incompletos, y se carece de éstos para las especies
mexicanas (Nagendran, C & S. Dinesh, 1989; D'Arcy & Keating, 1996). Los mas
importantes son los de Narayana (1960a y b) donde hace una recopliacion de la
informacion embrioldgica existente en la familia hasta esa época, el de Srivastava
(1968) y Rao (1970). Las Unicas especies del género Bursera que han sido
estudiadas son: B. serrata Colebr. (Narayana, 1960b) y B. delpechiana Poiss
(Srivastava, 1968).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tomando como un hecho que Bursera medranoana es un hibrido entre B.
morelensis y B. schlechtendalii (Rzedowski & Ortiz, 1988) y que, segun
observaciones macroscopicas, no produce granos de polen, surge el problema de
como se reproduce esta especie. Para abordar dicho problema se plantean
dos hipotesis: A.- que B. medranocana se reproduce mediante un proceso
apomictico o B.- que uno o ambos progenitores (B. morelensis y B.
schlechtendalii) estén involucrados en el aporte de granos de polen para que se
efectL'se' una reproduccion sexual.

En la presente investigacion, se plantean las siguientes preguntas:

1-¢No se producen efectivamente granos de polen viables en los

microsporangios de B. medranoana, como lo sugieren las observaciones

macroscopicas? |
2.-Si no hay formacién de granos de polen, (qué parte del proceso

(microesporogénesis 0 microgametogénesis) esta alterado en Bursera

medranoana”?

3.-;Sigue el desarrolio de!l gineceo un patron normai formandose ovulos y

megagametofitos con ovocélulas morfolégicamente viables?

4 - Suponiendo que B. medranoana se reproduce sexuaimente, ;es (son)

alguno o ambos progenitores el (los) donador {(es) de polen?. En este

trabajo solo se explora a B. Morelensis como donador de polen.

5- ;Habra indicios que nos sugieran la presencia de algun tipo de

reproduccion asexual para la especie?

10
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Para responder estas preguntas se ptantearon los siguientes objetivos:
OBJETIVOS

General
Determinar algunos aspectos de la biologia reproductiva de B. medranoana

que permitan discernir entre una reproduccion sexual o asexualen este hibrido.

Particulares

<> Réalizar estudios estructurales del desarrolio de d6vulo y antera en
Bursera medranoana.

< Caracterizar a los granos de polen de B. morelensis, B. schlechtendalii y
B. medranoana (si los hubiera) con microscopia electronica de barrido
(MEB).

4 Realizar polinizaciones controladas en el campo entre B.medranoana y
Bursera morelensis para establecer si los granos de poten de ésta
ultima participan en ia fecundacidn de los ovulos de {a primera.

< Hacer un monitoreo de semillas en individuos de B. medranoana
durante un afio para establecer sus tiempos de maduracion asi como

otros aspectos relacionados con su reproduccion.

11




Biologia reproductiva de Bursera medranoana Aurea del Carmen Cortés Palomec

METODOLOGIA

Zona de estudio

La Barranca de Tolantongo, forma parte de los cafiones excavados por los
afluentes del Rio Panuco en ia Sierra Madre Oriental. Esta zona corresponde a la
zona arida Hidaiguense que comprende los estados de Guanajuato, Queretaro,
Hidalgo, México y norte de Puebla, esta zona se divide en valles intermontanos de
sotavento y barrancas profundas de algunos afluentes del Panuco (Hiriart, 1981).

La flora de la Barranca de Tolantongo, se encuentra relacionada con la de
la cuenca del Balsas, con parte de la vegetacion de la zona arida tamaulipeca,
con 1a flora de la zona arida poblana, con el chaparral de California, con la flora de
la Sierra Madre Oriental e incluso con la flora Neotropical. Las laderas se
caracterizan por presentar distintos tipos de matorral xeréfilo (Hiriart, 1981), pero
en la parte inferior, cerca del fondo, sobre todo en areas de exposicion sur ©
protegidas, existen manchones de besques de Bursera morelensis (Rzedowski &
Ortiz, 1988).

Colecta del material biologico

Para abordar el problema reproductivo de Bursera medranoana desde el
punto de vista embrioldgico, se realizaron colectas por tres anos (1996, 1997 y
1098) de botones florales, flores en antesis y frutos distintas etapas de desarroilo
que se fijaron en FAA (formol, acido acético, etanol al 96% y agua, 1:0.5:5:3.5) y
Glutaraldehido-Paraformaldehido (Curtis, 1986). También se fijaron anteras

maduras de B. schlechtendalii y B. morelensis.
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Trabajo de laboratorio
inclusién en parapilast
El material fijado en FAA se lavé y deshidraté en aicoholes graduales (30%,
50%, 70%, 85%, 96%, 100%, 100% durante 3 horas en cada uno), se infiltro con
paraplast-xilol (1:1) paraplast-xilol (2:1} y paraplast puro a 56°C durante 24 horas;
los cortes se obtuvieron mediante el uso de un microtomo de rotacién a 7 y 8
micrémetros de grosor. Johansen (1940).
Tincion
Los cortes fueron desparafinados y tefidos con safranina-verde répidb en
metilselosolve siguiendo la técnica de Lopez et al. (1998).
Histoquimicas
En algunos cortes se aplicaron las técnicas de vainillina {Lopez-Curto et
al.,1998) y permanganato de potasio (Kz2MnO« al 2%) (Jensen, 1962), las cuales

evidencian la presencia de taninos.

Inclusién en JBa

El material fijado con Glutaraldehido—Paraformaldehido se procesé para su
inclusion en JBs (Valley,1976).

Se deshidraté en acetonas graduales (30%, 50%, 70%, 85%, 96%, 100%,
100%), se infiltré con la mezcla de componente A y catalizador por 3 horas a
temperatura ambiente e incluyé en la mezcla de componente A, catalizador y
componente B. Los cortes se realizaron en un ultramicrotomo con cuchillas de
vidrio a 2 y 3 micrémetros de grosor.

Tincién

Los cortes, se tiferon con azul de toluidina (Locquin y Langeron 1985).

Microscopia de barrido

Se evalud si de manera natura! es posible que se dé la polinizacion entre
las especies progenitoras y B. medranoana, para esto fue necesario identificar a
los granos de polen al microscopio electronico de barrido para establecer
diferencias entre ellos. Lo anterior permitiria, en caso de encontrar granos de

13
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polen al analizar los estigmas de B. medranoana al MEB, determinar de qué

progenitor provienen.

Flores masculinas de B. morelensis y B. schlechtendalii fueron colectadas y
procesadas para su observacion al MEB. Segtn la metodologia de Kessel y Shih
(1976).

Este material se deshidraté con alcoholes graduales: 30%, 50%, 70%, 85%,
96%, 100% durante 3 horas en cada uno y posteriormente se sumergieron en
acetona pura durante 30 minutos.

Las muestras se llevaron a punto critico de COz y se montaron en los
portamuestras metalicos cubriéndose con una fina capa de oro, se observaron y
tomaron placas fotograficas.

Los granos de polen de B. morelensis deshidratados, se montaron
directamente en los portamuestras metalicos siguiendo e! resto de la metodologia

antes citada.

Trabajo de campo
Al mismo tiempo que se procesaba el material biologico colectado, se

realizo el trabajo de campo que complementaria la parte embriolégica.

Monitoreo de frutos en Bursera medranoana

Dado el antecedente de la permanencia de frutos adheridos a la planta
madre en B. medranoana por varios meses. Se realizo un monitoreo de frutos en
cinco individuos, realizandose tres visitas a la poblacion (mayo 8, diciembre 15,
1997 y abril 20, 1998) para saber por cuanto tiempo permanecen adheridos al

arbol.

Polinizacion controlada
Bajo el supuesto de una reproduccién sexual en B. medranoana donde
estuviera involucrado el polen de unoc o ambos progenitores (y no €l propio), se

realizd una polinizacién controlada a mediados de junio de 1998 entre B.
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morelensis como donador de polen y B. medranoana como receptor. Esto no fue
posible hacerio con B. schiechtendali debido a que las laderas donde se
distribuyen sus individuos son un poco inaccesibles como para realizar un trabajo
de campo exhaustivo en elias.

Se seleccionaron al azar 10 individuos de B. medranoana, en los cuales se
cubrieron con bolsas de tu! flores en pre-antésis, las cuales al abrir fueron usadas
para polinizarias manualmente con polen de B. morelensis. Posteriormente, el
material fue colectado después de 5, 7, 18, 20 y 24 horas de la polinizacion. Estas
flores fueron fijadas en FAA e incluidas en Paraplast siguiendo la técnica antes
mencionada y usando el colorante DAPP! y microscopia de fluorescencia para su
analisis.

Prueba de DAPPI!

Con esta prueba se evidencia la presencia de los nicleos del tubo polinico
al ser un colorante para DNA.

Los cortes fueron desparafinados e hidratados gradualmente (100%, 96%,
85%, 70%, 50%, 30%, agua destilada). Para su observacion se colocd una gota
de DAPPI 2 una concentracién de 20uM sobre el corte y fue excitado con una

lampara de fuz uitravioleta y un filtro con una emision de 440 a2 470nm.

Al realizar una polinizacién controlada se deben de reducir al minimo las
variables, por lo que se evalué la receptividad del estigma de B. medranoana al
iguai que fa viabilidad y la cantidad de granos de polen de B. morelensis para

asegurar que estos factores no alterarian ios resultados.

Receptr‘vidéd de estigma en B. medranoana
La receptividad de los estigmas de Bursera medranoanha se evalud al
sumergirlos en una solucion de agua oxigenada al 3%. La presencia de

efervescencia indica receptividad (Dieringer ef a/, 1994).

15



Biologia reproductiva de Bursera medranoana Aurea det Carmen Cortés Palomec

Viabilidad de los granos de polen de B. morelensis

La viabilidad de los granos de polen se evalué mediante la tincion de
Alexander (Dafni, 1992).

Sobre ta antera macerada en un portaobjetos se afiadid 1 gota de acido
lactico y posteriormente 2 gotas de la tincion de Alexander, la preparacion se paso
sobre una flama por un par de segundos y se dejé enfriar para su posterior
observacion al microscopio optico. El citoplasma del granc de polen se tifie
en rojo y la pared celular en verde. La viabilidad se mide evaluando la proporcion

de granos de polen tefiidos en rojo que son los que se consideran viables.

Produccién de frutos en B. morelensis y B. medranoana

Considerando que se involucrara un proceso asexual en la reproduccion de
B. morelensis y B. medranoana, en el mes de abril de 1998 se seleccionaran al
azar 20 individuos de cada una de estas especies. En cada arbol, una rama con
un cierto nimero de yemas fue embolsada con redes de tul, y otra rama
solamente fue marcada tomandose nota del numero de yemas florales que
poseia, esto con el objeto de que la presencia 0 ausencia de frutos formados
posterior a las lluvias, nos brindara informacion sobre su origen. Los resultados de

este tratamiento fueron tomados en una visita realizada en Julio de 1998.
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RESULTADOS

Observaciones de campo

En la Barranca de Tolantongo, Hidalgo, la poblacion de B. medranoana es
grande comparada con la de B. schlechtendalii a la cual supera en nomero, vy
similar a la de B. morelensis. Es dificil observar individuos de B. medranoana y B.
schiechtendalii creciendo en la misma ladera; sin embargo, esto es muy comun
entre B. morelensis y B. medranoana.

Tanto en las especies progenitoras como en el hibrido, en los meses de
abril y mayo es posible observar yemas en los apices de las ramas, sin embargo,
la produccion de flores y de hojas no se da sino hasta despues del inicio de las
primeras luvias.  Las flores de estas especies producen una gran cantidad de
néctar y se han observado visitantes florales como abejas y avispas en B.
morelensis y B. medranoana.

Las flores de Bursera medranoana son perfectas, poseen tres petalos, tres
sépalos y seis anteras atroficas (estaminodios) que rodean al gineceo {fig. 2y B).
Este ltimo, tiene tres estigmas papilosos y un estilo. El ovario es tricarpelar,
trilocular y posee dos dvulos por léculo (fig 21). El estilo presenta tres canales
resiniferos que recorren toda su longitud (fig. 6) y rodean al ovario, en el centro se
encuentra el tejido de transmision cuyas células se distinguen facimente del resto
de las células estilares y papilas estigméaticas por su tamafio poco mas grande
que el resto y por sus citoplasmas gue se muestran con gran actividad (fig. 7).

Es evidente la presencia de nectarios florales (fig. 5), asi como una gran
cantidad de taninos en las células del ovario, pétalos y estambres.

A simple vista los estambres de B. medranoana parecen normales; sin
embargo, al macerarios es evidente la ausencia de granos de polen, mientras que
al seguir ! mismo procedimiento con ias anteras de B. morelensis, la cantidad de

granos de polen que se observan es muy grande.
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Microesporogénesis y Microgametogénesis

Durante Ja ontogenia, el androceo es el primer verticilo sexual en formarse,
y posteriormente surge el gineceo (fig.14).

En etapas tempranas del desarrolle floral se observan los primordios de las
anteras rodeados por una epidermis monoestratificada bajo la cual se encuentra
la capa parietal primaria y las células del tejido esporogeno. La capa parietal
primaria se¢ divide periclinalmente dando lugar a dos capas, la parietal secundaria
externa y la parietal secundaria interna (fig. 8). Cada una de estas capas a su vez
se divide periclinalmente formando las capas de la pared de la antera; ei
endotecio, una capa media biestratificada y el tapete cuyas ceélulas son
binucleadas (fig. 8). EI desarrollo de la pared de la antera corresponde al tipo
basico.

Mientras se forma la pared de la antera, las células del tejido esporogeno
se dividen mitsticamente e incrementan en tamafio para dar lugar a las células
madres de las microsporas (fig. 8). Estas células tienen nlcleos muy CONSpPIicuos,
en donde se aprecia cierta organizacion de la cromatina que corresponde al inicio
de la meiosis. En esta etapa es posible observar en ciertas zonas de la pared de
la antera, que las capas medias se dividen periclinalmente para formar mas de un
estrato celutar cada una (fig. 9).

En una etapa posterior del desarrolio, las celulas madres de las
microsporas sufren una gran vacuolizacion, posteriormente se colapsan, el
citoplasma flocula y se puede ver densamente tefiido (fig. 10). La meiosis no se
lleva a cabo y por lo tanto no se observan tetradas de microsporas. En flores en
antesis, las anteras estan colapsadas y los loculos que deberian ocupar los
granos de polen obliterados, en algunos existen en su interior escasas células
semejantes a las células madres de las microsporas.

La pared de la antera sufre alteraciones debidas principalmente a la
degeneracion de sus capas, principaimente del tapete, el cual se vacuoliza poco a
poco hasta que finalmente sus células se colapsan y se observan vacias en una
flor en antesis (fig. 11). Se debe mencionar que en ningun momento del desarrollo

se observo un tapete bien conformado, por el contrario su desarrolio fue anormat.
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En anteras maduras, las células del endotecio no presentan engrosamientos en
sus paredes (figs. 11y 12).

Después de revisar macroscopicamente las anteras de mas de 500 flores
nunca se observaron granos de polen (fig. 11y 12).

Ademas durante el desarrolio de la antera, en el tejido conectivo se observa
una depositacion gradual de taninos en vacuolas que poco a poco unen (fig. 13)
hasta que llenan completamente a la célula (fig. 12). Este depdsito se inicia en
etapas muy tempranas del desarrollo cuando ain se esta formando la pared de la
antera y las células madres de las microsporas se¢ ven morfoidbgicamente
normales. En una antera madura el depdsito de taninos ha llegado a su maximo.
Es importante hacer notar que los haces vasculares que llegan a fa antera quedan

rodeados por los taninos (fig.11).

Megaesporogéneis y megagametogénesis

Los primordios carpelares aparecen al tiempo en que en las anteras estan
presentes las células madres de las microsporas (fig. 14 y 15).

En el gineceo se desarrolla el primordio nucelar {fig. 16), en una etapa
posterior se observa como surge el tegumento interno y empieza a rodear a la
nucela (fig. 17). Al mismo tiempo que se diferencia la célula madre de la
megaspora, los dos tegumentos aparecen rodeando a la nucela constituyéndose
asi un 6vulo bitégmico en el cual el micropilo esté formado por el tegumento
interno (fig. 19). La célula madre de la megaspora ocupa una posicion profunda en
la nucela debido a la multiplicacion masiva de las células parietales formando asi
un évulo crasinucelado (fig. 18, 18y 20).

La célula madre de la megaspora presenta caracteristicas inusuales como
fa presencia de una gran vacuola (fig. 20).

El évulo crece y se curva para formar un évuio anatropo pendutado, con el
micrépilo orientado hacia el estilo. De los seis dvulos que se forman solo uno se
transforma en la semilla, cinco abortan en atapas tempranas del desarrollo.

El proceso que da inicio a la fase gametofitica del ciclo o sea ia meiosis,

nunca se observo y por lo tanto tampoco la tétrada de megasporas. En su lugar,
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se observaron organizaciones celulares que se apartan de ios patrones descritos
hasta ahora para el desarrolic normal del gametofito femenino en angiospermas.
Hecha esta salvedad, se tratard de dar una interpretacion de lo que podria estar
sucediendo: (figs. 22-31).

Al parecer, la célula madre de la megaspora sufre meiosis formando un
sincicio en el cual se observan primero dos nucieos (fig.22) y posteriormente
cuatro nucleos haploides (fig. 23). No se forman paredes ni sucesivas ni
simultaneas.

Al parecer los cuatro nicleos resuitado de la meiosis son funcionales y se
involucran en la formacién del saco embrionario. Posteriormente hay formacion de
paredes para formar cuatro megasporas. Cada nlcleo de megaspora se dividde
mitbticamente y se forman asi, los ocho nlicleos del saco embrionario (fig. 24 y
25) los cuales se encuentran en el extremo micropliar agrupados en pares (dos
nGceos por citoplasma). En una etapa posterior se observa la migracion de estas
células en el saco embrionario (fig. 26 y 27), si esto fuera cierto el desarrollo de
saco de embrionario corresponderia al tipo Adoxa (Bhojwani, 1874).

En ningtin caso se observd un saco embrionario bien formado que nos
indicara la presencia de una ovocélula funcional (gametofito femenino) o de
nicleos polares en una célula central. Lo que se observa son arreglos celulares
como los gue se muestranen las figuras 28 a 31. Las cuaies se interpretan, pero la
ausencia de una ovocélula nos impide asegurar que dicha interpretacion sea
correcta.

De la gran cantidad de ovarios procesados, o que se ha logrado observar
son arreglos celulares completamente atipicos que podrian interpretarse de
distintas maneras. En cualquier caso la imposibilidad de obtener un saco
embrionario que se asemeje a alguna de las multiples formas reportadas para la
enorme variacion de los gametofitos femeninos en angiospermas, podria indicar
una mal formaciéon en el sistema reproductor femenino de Bursera medranoana al

igual que lo descrito para el androceo.
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L

Formacién de embriones

En algunos ovulos, a partir de las células tegumentarias se pudo observar
la formacion de proembriones somaticos de 2, 4 y hasta 6 células, cuyo origen los
situa dentro de la categoria de embriones adventicios (fig. 32-41).

En la figura 32 se tiene un corte longitudinal de un fruto en sus primeras
etapas de formacion, donde se ubica dentro de un léculo al évulo. La figura 33 es
un acercamiento del 6vulo donde destaca la coloracion de las celulas mas
externas del tegumento debido a la presencia de taninos. La figura 39 muestra la
division de una célula somatica del tegumento, mientras que en la 40 se ve un
proembrién finear de cuatro células, en la figura 41 éstos embriones incrementan
su nimero y es posible ver - claramente a los embriones somaticos
desarrollandose. En todas las fotografias el extremo micropilar esta orientado
hacia la parte superior de la hoja. Las figuras 34 a 38 muestran diferentes

acercamientos de las células embrionarias.

Monitoreo de frutos en Bursera medranoana

Durante el afio en el que se hizo el seguimiento de los frutos en la
poblacién de Bursera medranoana, se observo que jos frutos permanecen én el
arbol por doce meses, es decir las semillas que se encuentran expuestas en la
época de floracion en un afio dado provienen de las flores que estuvieron
expuestas un afio antes. El desarrolio de los frutos es bastante rapido vy
aproximadamente dos meses después de la floracidn los frutos se muestran
morfologicamente maduros; sin embargo, al abrirlos en su interior se observa una
semilla vacia a simple vista y no es sino hasta despugs de varios meses cuando
las semillas pueden ser observadas con un embridn en su interior.

Un fenémeno que esta relacionado-con ta madurez de la semilla es [a
coloracion del pseudoarilo, el cual va de amarillo verdoso en las primeras etapas

hasta anaranjado - rojizo en la semilla madura. Este pseudoarilo es de naturaleza
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lipidica, formado por una gran cantidad de gotas de aceite (io cual se observa
faciimente al hacer una preparacion temporal).

Solo cuando la semilla estd madura, el fruto se abre y permite que la
semilla quede expuesta, la cual destaca debido a su intensa coloracién
anaranjada producto del mesocarpo del fruto (Rzedowski y Kruze, 1679) (fig. 3).

Polinizacion controtada entre B. morelensis y B. medranoana
Bajo el supuesto de una reproduccion sexual en B. medranoana
involucrando a B. morefensis como donador de polen se obtuvo o siguiente:
DAPP!
Esta prueba no funcioné. Se pudieron observar granos de polen de B.
morelensis sobre el estigma de B. medranoana, aunque no tubos polinicos.
Viabilidad del polen de B. morelensis
Bursera morelensis, produce polen en grandes cantidades aprox. 50,000
granos de polen por flor. La viabilidad de los granos de polen observada con la
tincion de Alexander fue de 97.3%.
Receptividad de estigma de B. medranoana
La receptividad del estigma de B. medranoana fue positiva, produciendose
una efervescencia visible a simple vista.
Microscopia electénica de barrido
Al microscopio de barrido fueron evidentes difrencias en cuanto a la
ornamentacion de la exina entre el polen de B. morelensis y el de B.
schlechtendalii, que completan la informacién brindada por Palacios (1984).
Bursera schlechtendalii
En microscopia de tuz, el polen es triporado, aspidado, tectado y esferoidal
de 25.6 (26.8) 28.8 u x 24 (25.6) 27.2p. Vista polar circular, con diametro de 254
(27) 28u. Exina de 3u de grosor, con la ectexina de igual espesor que la endexina,
engrosada a la altura de los poros hasta 4p con la superficie estriada-reticular.
Poros: endoaperturas transversalmente elipticas con diametro de 3(4.2)56x24
(2.8) 3.2p (Palacios, 1984).
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Los granos de polen de Bursera schlechtendalii fueron observados al MEB.
Figs. 45 (vista polar) y fig. 46 (vista ecuatorial). Destaca su ornamentacion
estriada (Moore et al., 1991).

Bursera morelensis

Al microscopio de luz, el polen de B. morelensis es tricolporado, subprolato
esferoidal, de 30 (33.2) 36p x 28 (31.4) 34u. Vista polar circular, con diametro de
30 (32.8) 36p. Exina de 2p de grosor, con la ectexina de igual espesor que la
endexina, engrosada a la altura de los poros hasta 4p con la superficie estriada-
reticular. Poros: endoaperturas transversalmente elipticas con diametros de 7.5 x
5u. Colpos: ectoaberturas mal definidas y difusas de 10 a 12 p de largo
(Palacios,1984). Su ornamentacién es foveolada (Moore et al., 1991) (fig.44, vista
ecuatorial).

Las diferencias morfolégicas de los granos de polen entre las dos especies,
permitirian conocer la procedencia de los mismos en ¢aso de ser encontrados en
el estigma de B. medranoana, lo cual no sucedié al analizar estigmas de flores en
antesis de B. medranoana colectadas durante la época de floracion.

En ningln caso se observaron grancs de polen en el estigma de B.

medranoana (fig. 5).

Anteras de B. morelensis

Se procesaron anteras maduras de B. morelensis en paraplast para evaluar
como era la depositacién de taninos en su tejido de transmision. Se observd, en
cortes longitudinales de antera madura que la pared consta de dos capas: la
epidermis y el endotecio en el cual se aprecian engrosamientos en sus paredes
{fig. 43). Es evidente también la presencia de taninos en las células del tejido
conectivo aunque en menor proporcion que en B. medranoana y nunca en

concentraciones tales que las lienen completamente (fig. 42).
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Produccion de frutos

Las tablas | y H, muestran como fue la produccion de frutos en 20
individuos de Bursera morelensis y 20 de B. medranoana que fueron muestreados
para evaluar la produccion de semillas en ausencia de polinizacion.

Se muestra una columna con el nimero de yemas presentes en las ramas
a muestreae por arbol (con y sin bolsa) y al final un promedio de éstas. En otra
columna se muestra el nimero de frutos producidos o de flores secas encontradas

dentro de las bolsas.
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FIG. 1: Bursera medranoana creciendo sobre una ladera de la Barranca
de Tolantongo, Hidalgo.

FIG. 2. Flor en antesis de B. medranocana. Se han retirado pétalos y

sépalos para observar los verticilos reproductores.
FIG. 3: Semilla expuesta en un individuo de Bursera medranoana.

FIG. 4: Semillas en distintos estados de maduracion, donde se observa el

cambio en la coloracion del pseudoarilo.
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FIG. 5 Flor en antesis de Bursera medranoana vista al MEB. Se han

retirado pétalos y sépalos.

N: nectarios.
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FIG. 6: Corte transversal del estilo, donde se aprecian tres canales
resiniferos rodeando al tejido de transmision. Escala=67um.

FIG. 7: Corte transversal de estito. Se observa el tejido de transmision.
Escala=34um.

FIG. 8: Corte longitudinal de antera en un boton floral de Bursera
medranoana donde se aprecia la divisidn de las células de la
pared de la antera. Escala=86um.

FIG. 9: Corte longitudinal de antera donde destacan las células madres de
las microsporas entrando en meiosis. Escala=71um.

FIG.10: Corte longitudinal de antera. células madres de las microsporas
colapsadas, citoptasmas densamente tefiidos. Escala=36pm.

FIG. 11: Antera madura de Bursera medranoana en corte transversal
donde destaca la depositacién de taninos en el tejido conectivo
rodeando al haz vascular. Escala=5Z2um.

FiG.12: Antera madura de Bursera medrancana en corte transversal.

Escala=67um.
C: canal resinifero. T: Tejido de transmision.
CM: células madres de las microsporas. Ta: tapete.
E: epidermis. U: Tejido conectivo.
HV: Haz vascular.
i: capa parietal secundaria interna. x: capa parietal secundaria
externa.

M: capas medias.

N : endotecio.
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FIG. 13: Corte transversal de antera. Acercamiento al tejido conectivo
mostrando la depositacién gradual de taninos por vacuolizacion en
sus células. Escala=34pm.

FIG. 14: Corte longitudinal de botén floral donde se ven los primordios
carpelares y las anteras. Escala=61pm.

FIG. 15: Acercamiento del primordio de ovario. Escala=35um.

FIG. 16: Corte longitudinal de ovario donde se observa el primordio nucelar
en un léculo del ovario. Escala=38um.

FIG. 17: Nucela con un primordio de tegumento. Escala=42um.

FiIG. 18: Corte longitudinal de ovario mostrando un évulo crasinucelado,

bitégmico. Escala=35pm.

C: carpelos.

CM: células madres de las microsporas.
CP: capa parietal.

l:iéculo.

Ne: nucela.

O: Ovario

TE: tegumento externo.

TI: tegumento interno.

U: Tejido Conectivo

V: vacuolas.
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figura.

FIG. 19: Corte longitudinal de Gvulo con céluta madre de la megaspora.
Escala=36pum.

FIG. 20: célula madre de la megaspora en la nucela destacando su vacuola.
Escala=15um.

FIG. 21: Corte longitudinal de ovario. Loculo con dos Ovulos en su interior.
Escala=86um.

FIG. 22: Corte longitudinal de 6vulo mostrando un citoplasma con dos
nicleos en el tejido nucelar. Escala=44pm.

FIG. 23: Corte longitudinal de évulo. En el tejido nuéelar se ve un sincicio
celular con 4 nacleos en su interior. Escala=41um.

FIG. 24 y 25: Células binucleadas en el extremo micropilar dentro de la

nucela. Escala=87pm.

CMe: Célula Madre de la Megaspora
i: micropilo

I: I6culo

N : nucela

Nu: nacieos

Q: Ovario

T: tegumento

TE: tegumento externo

Tl: tegumento interno

V: vacuola

Nota: el extremo micropilar estd orientado hacia la parte superior de la
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FIG. 26: Corte longitudinal de évulo mostrando células en el interior de la
nucela. Se aprecia el micropilo y el hipostase. Escala=7%pm.

FIG. 27: Ceélulas que probablemente formaran el saco embrionario dentro
del tejido nucelar. Escala=70pm.

FIG. 28: Corte longitudinal de oévule. Se aprecian una antipoda y una
sinérgida en la nucela. Escala=84um.

FIG. 29: Corte longitudinal de ovuio. Dentro del tejide nucelar se ve el
“aparato del huevo” en el extremo micropilar. Escala=75um.

FIG. 30: Corte longitudinal de 6vulo con una antipoda en el extremo
calazal. Escala=34pm. . |

FIG. 31:Corte longitudinal de ovulo. Células conspicuas en la nucela.

Escala=40um.

A: aparato del huevo
An: antipoda
Ce:células

H: Hipostase

i: Micropilo

i: 16culo

Ne: Nucela

Nu: Nucleos

O: Ovario

SE: Saco embrionario
Si: sinergida

T: Tegumeto

T: Tegumentos
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FIG. 32. Corte longitudinal de fruto en donde se observa un loculo con un
ovulo en su interior. Escala=473um,

FIG. 33: Acercamiento de semilla joven. Escala=73pm.

FIG. 34 a 38:_Acercamlentos de las células que forman parte de los
embriones somaticos. Destaca él tamafio de estas celulas con
respecto a las que lo rodean. 34 Escala=75um., 35 Escala=13um.,

. 36 Escala=32um., 37 Escala=10um., 38 Escala=50pum.

E: Embrion

H: Hipostase

I: Léculo

N : Nucela

O: Ovario (fruto)
T: Tegumentos
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FIG. 39: Primera etapa de divisioén de una célula tegumentaria que formara
un embrion somatico. Escala=50um.

FIG. 40: Proembrion lineal en el extremo micropliar de los tegumentos.
Escala=45um.

FIG. 41. Embriones somaticos. Escala=54um.
E: Embrién

En: Nucela

PE: Proembrion

39






Biologia reproductiva de Bursera medranoana Aurea del Carmen Cortés Palomec

FI1G.42: Corte longitudinal de antera de Bursera morelensis. Escala=131um,
FIG. 43. Engrosamientos fibrosos del endotecio de Bursera morefensis.
Escala=72um.
FIG. 44: Vista ecuatorial de un grano de polen de Bursera morelensis
(MEB). |

En: endotecio

P: polen

T: tejido conectivo
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FIG. 45; vista polar de un grano de polen de B. schiechtendalii al
MEB.

FIG. 46. vista ecuatorial de un grano de polen de B. Schlechtendalii
al MEB.
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Tabla | produccién de frutos en Bursera morelensis
20 de abril de 1998 21 de julio de 1998
(antes de las lluvias) (después de las liuvias)

Rama con Rama sin Rama con Bolsa Rama sin bolsa
Bolsa bolsa
individuo  Numero Numero Frutos Flores Frutos Fiores
de yemas de yemas
A 5 7 o 8 - **
B 4 7 > 8 23 i
Cc 3 4 * 12 21 ™
D 3 6 ** . 2 o
E 4 7 - . - -
F 5 8 e 3 23 **
G 3 7 ** 5 16 4
H 4 5 > 7 > 1
y 3 4 " 10 e x
J 5 5 - * 16 o
K 3 3 ** 4 3 1
L 4 4 * 12 12 il
M 2 3 . " 9 -
N 3 g ** 4 8 **
N 3 3 > 1 32 1
O 2 3 i ** 11 2
P 2 3 b 4 4 1
Q 2 7 * 12 24 1

o
)

Promedio 3.3
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Tabla Il. Produccién de frutos en Bursera medranoana

20 de abril de 1998 21 de julio de 1998

(antes de las lluvias) (después de las lluvias)

Con Bolsa Rama sin Con Bolsa Rama sin bolsa

bolsa
Individuo  Nimero  Numero Frutos Fiores Frutos Flores

de yemas de yemas
34 5 5 - - -
35 5 5 . 8 - **
35 6 7 - - -
37 9 5 - 10 - -
38 6 8 * 3 " -
6 4 8 i 10 = 1
7 6 6 . 5 - -
8 5 5 ** 12 ** 6
g 5 5 *>* 10 > 3
10 5 6 1 8 1 3
11 4 7 i 18 ** 1
13 4 6 > 13 i 3
13 5 7 > 11 > 6
14 4 6 > 12 ** 1
15 7 8 b 12 o 6
16 6 g " 14 > 4
17 6 6 i 11 ** 1
18 7 ) * 5 * 3
19 5 8 b 19 ** 7
20 7 7 - 13 > 2

promedio 5.55 6.5

Nota: Los numeros de los individuos muestreados corresponden a los

numeros que tienen los individuos en el campo.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las observaciones en el campo revelaron que las flores de 8. medranoana
y B. morelensis son visitadas por abejas y avispas, lo cual estd muy
probablemente relacionado con la gran cantidad de néctar que producen y que es
evidente a simple vista en flores recién abiertas. Estas observaciones se refuerzan
con la gran cantidad de nectarios que se presentan en el receptaculo de la fior. Al
tener una polinizacion entoméfila (Palacios, 1984, Rzedowsi & Kruze, 1979) v
dada la aparente similitud en tamafio y coloracion de las flores entre estas
especies) asi como las observaciones realizadas en el campo del comportamiento
de sus posibles polinizadores, que al parecer son los mismos en ambas especies,
seria valido pensar que exista una cierta depositacion de granos de polen de B.
morelensis y B. schiechtendalii sobre los estigmas de B. medranoana, aunque
dado un crecimiento diferencial de estas especies en las laderas de la barranca
no fue posible observar el comportamiento de los visitantes florales en B.
schiechtendalil.

Las diferencias encontradas al MEB de los granos de polen de B.
morelensis y B. schiechtendalii, permitieron hacer una busqueda sistematica de
los granos de polen en el estigma de B. medranoana. De haberlos encontrado
hubiera sido sencillo identificar la especie que estaba funcionado como donadora
de polen: sin embargo, nunca se observaron sobre ningan estigma.

En la descripcion de los granos de polen de Bursera realizada por Palacios
(1984) menciona que tanto B. morelensis como B. schlechtendalii tienen una
ornamentacion estriada reticular, que el de B. schlechtendalii es triporado y
aspidado, mientras que el de B. morelensis es tricolporado y aspidado. En su
estudio concluye que los granos de polen del género son muy uniformes a tal
grado que resulta imposible efaborar una clave para separar a la mayor parte de

sus especies. Este autor termina diciendo que posteriores observaciones al
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microscopio de barrido eran necesarias para poder detectar mayores diferencias
entre ellos. En e} presente estudio se vié que al MEB hay diferencias en forma y
en ornamentacion entre los granos de polen de las dos especies. Se considera
que un estudio sistematico del polen del género Bursera al MEB probablemente
constituiria una buena herramienta para separar a las especies del genero de
acuerdo a lo que indican los resultados de este trabajo.

Observaciones en el campo por un afio e indagaciones bibliograficas
(Rzedowski y Kruze 1979) sugerian que los frutos de Bursera permanecen
adheridos al arbo! por varios meses. Una observacion de los frutos a lo large de
un afic comprobd que en B. medranoana los frutos permanecen adheridos a la
planta madre por varios meses (11 comprobados). En B. morelensis Rzedowski &
Kruze (1979) han descrito este fenomeno, y ademas advierten que en un
momento dado s6lo pueden observarse unos cuantos frutos en estado de
madurez. Los resultados en B. medranoana muestran un comportamiento similar,
ya que las semilias que se colectaron y que alin estaban cubiertas por el fruto
tenian una coloracidn amariflenta de su pseudoarilo y al romper la semilla, esta
aparentemente estd vacia, lo cual contrasta con hecho de que las semiliass
maduras presentan una coloracion rojiza deil pseudoarilo y en su interior existe un
embrion fromado. No fue posible observar semillas expuestas durante nuestro
muestreo, no obstante, desde la visita realizada en diciembre se observé que el
namero de frutos se habia reducido en un 80%, lo cual implica que quiza estas
pérdidas corresponden a las semillas que maduraron y que fueron dispersadas o
a semillas que se perdieron por alguna otra causa como herbivoria ya que se han
observado frutos que parecen estar “picados” por algln insecto y que no se
desarrollan. La presencia de los frutos en el arbol por varios meses, asi como el
hecho de que los frutos inmaduros posean en su interior semillas aparentemente
vacias podria explicarse debido a una lenta formacion del embrion y def
endospermo, lo cua! ha sido reportado en Bursera delpechiana Poiss, en donde
se ha observado que el nicleo primario del endospermo permanece sin dividirse

por un periodo de tiempo considerabie (Srivastava, 1968).
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De ios resultados obtenidos de la polinizacidn controlada, cabe destacar el
hecho de que en una de las flores que sirvid como testigo se produjo una semilla.
Esto sugiere una formacion apomictica, sin embargo no hay explicacion para el
resto.

La viabilidad de los granos de polen de B. morelensis fue evaluada y si
consideramos que por flor se producen aproximadamente 50,000 granos de polen
y que cada individuo produce cientos de flores, la cantidad de granos de polen
que produce la especie es muy grande, sin embargo en ningdn caso se
observaron granos de polen de B. morelensis sobre los estigmas de B.
medranoana.

En el material polinizadc manualmente se observaron estructuras similares
a tubos polinicos en algunos cortes de ovario, lo cual podria interpretarse como
una compatibilidad entre los granos de polen de B. morefensis y el estigma de B.
medranoana. Desgraciadamente el que la técnica de DAPPI no haya funcionado
impide aseguar esto. La ausencia de reactividad del DAPPI con el tejido vegetal
probablemente se debid a que las muestras fueron fijadas en una mezcla de
formol, acido acético y etanol, fijador conocido como FAA. Esta observacion se
repitic con otro material bioldgico distinto y también se obtuvo una respuesta
negativa. Es claro que alguna(s) de las sustancias que constituyen a este fijador o
la mezcla de ellas influyen negativamente en la reaccion e impiden que los
nucleos celulares fluorescan.

En la Tabla | se observa que en ias ramas emboisadas, no polinizadas, de
B. morelensis, no se produjeron frutos pero es evidente la presencia de flores
secas en antesis, asi mismo se pudb observar el crecimiento de hojas dentro de
las bolsas lo cual nos indica que las bolsas no fueron un impedimento en el
desarrollo de ias flores; en el caso de las ramas no embolsadas encontramos que
todos los individuos presentan frutos. Los resuitados de esta tabia, nos hablan de
gue al ser las flores polinizadas por insectos, probablemente abejas y avispas, se
evitd que éstos las visitaran y que de esta manera se diera la polinizacion.

En el caso de B. medranoana (Tabla Hl), la ausencia de frutos en ambos

tratamientos es desconcertante ya que se esperaba la presencia de frutos,
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independientemente de que estuviera involucrado un proceso apomictico o uno
sexual en su reproduccion. Para explicar esto se recurrio a las observaciones de
campo, las cuales revelaron que la produccion de frutos fue escasa en toda la
poblacion de B. medranocana, probablemente debido a las condiciones de sequia
que caracterizaron a 1998, Al estar conviviendo en la misma ladera Ilas
poblaciones de B. morelensis y B. medranoana, si esta fuera la causa se
esperaria observar un fendmeno similar en B. morelensis lo cual no ocurrié. Sin
embargo, recordando la naturaleza hibrida de esta especie, se puede pensar que
los requerimientos de agua son diferentes a los de sus progenitores. En 1997 afio
en el cual las luvias se adelantaron y fueron abundantes se observdé una
produccion muy alta de frutos en B. medranoana, lo cual sugiere que las
necesidades hidricas de la especie son elevadas. Sin embargo esta observacion
requiere de una investigacion a fondo para poder establecer si es el caso.

En mayo de 1997, fue posible observar frutos en todos los estadios de
desarrollo en un mismo individuo, desde frutos que empezaban su desarrolio y en
los cuales aun se observaban restos de algunos verticilos florales (pétalos,
sépalos e incluso estilo) hasta semillas maduras que estaban expuestas y que
destacaban gracias al color anaranjado-rojizo de su pseudoarilo. Con los
resultados obtenidos del seguimiento de Jos frutos durante un afio, sabemos que
estos frutos que estaban expuestos en 1997 provenian de las flores que

estuvieron en antesis en 1996,

Microesporogenesis y microgametogenesis:

El desarrollo de la pared de la antera es aparentemente normal, siguiendo
un patron de desarrolio de tipc basico (Bhojwani, 1981); no obstante, hay ciertas
irregularidades. El hecho de que el endotecio no posea engrosamientos en sus
paredes conlleva a suponer que la dehiscencia no se presenta, ya que la
naturaleza higroscopica de la alfa-celulosa principal componente de estos
engrosamientos ayudan a la dehiscencia de las anteras en la madurez (Bhojwani,
1981).
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Por otro lado las células de! tapete, que son de suma importancia para el
desarrolio adecuado de los granos de polen presentan una estructura celular
completamente atipica. Esta capa es la encargada de nutrir a las células madres
de las microsporas, de secretar la calosa (que es el principal constituyente de la
pared celular de estas células), asi como de secretar la calasa que es la enzima
encargada de disolver esta pared después de la meiosis. Ef tapete ademas esta
encargado ademas de producir sustancias de reconocimiento para los granos de
polen entre otras muchas funciones (Bames & Blackmore, 1992), por lo que las
alteraciones en su formacion nos hablan de que posibiemente esté involucrado en
la ausencia de los granos de polen y por o tanto de la esterilidad masculina de la
especie (Bhojwani, 1981).

El tapete que ha sido reportado en la familia Burseraceae es de tipo
secretor (Rao, 1970; Narayana, 1960a y b; Srivastava, 1968), en el cual las
células tapetales se mantienen funcionales durante casi todo el desarrolio de los
granos de polen {(Bhojwani, 1981; Barnes & Blackmore, 1992).

En el caso de B. medranocana el tapete es binucleado, caracter que
comparte con Bursera serrata Roxb. (Narayana, 1960a). Un tapete uninuclear ha
sido descrito para Bursera delpechiana (Srivastava, 1968).

Los nutrientes que llegan a la antera, provienen de los haces vasculares
que corren en el centro del tejido conectivo, de donde pasan por difusion a todas
las células. En B. medranoana la depositacion gradual de taninos ocurre en el
tejido conectivo alrededor de los haces vasculares y llega a su maximo en una flor
en antesis, estos taninos al ser de naturaleza hidrofébica muy probablemente
estén impidiendo el paso de nutrientes a las células de la antera, y por ello éstas
degeneran, ya que en una antera madura no se obsevan citoplasmas en ninguna
de las capas que la confroman.

En el caso de Bursera morelensis, al observar sus anteras maduras en
cortes longitudinales se detecto la presencia de taninos en el tejido conectivo; sin
embargo, en ningun caso en las mismas cantidades que en B. medranoana y
nunca obliterando a las células. Lo anterior sugiere que el depdsito nunca fue tan

grande como para impedir el paso de nutrientes. Ademas cabe destacar la
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presencia de engrosamientos en las paredes del endotecio de B. morelensis, lo
que indica su participacion en la dehiscencia de las anteras.

No podemos descartar sin embargo la posibilidad de que las células
madres de las microsporas no sufran una adecuada meiosis por aigun problema
en su sistema genético resultado de su origen hibrido (Grant, 1989; Ridley, 1996),
aunque esta posibilidad no fue explorada. Estudios posteriores tal vez den
respuesta a esta interrogante. En cualquier caso, ya sea que estén involucrados
ambos factores, s6lo uno de ellos o0 quiza otros mas, el resultado final es la
ausencia de granos de polen en la especie. Otros casos de esterilidad masculina
han sido reportados en la familia, aunque las causas no se explican. Asi por
ejemplo, Narayana (1960b) indica que hay una tendencia a la unisexualidad en
Bursera serrata al abortarse la parte masculina, pero en esta especie existen
engrosamientos en las células del endotecio. Rao (1968) al hacer una recopilacion
de la informacibn embriologica para la familia Burseraceae menciona la

degeneracién de las anteras en Bafsamodendron mukul y Santiria rubiginosa.

Megaesporogénesis y megagametogénesis

El 6vulo en B. medranoana es bitégmico y crasinucelado como en Bursera
serrata (Narayana, 1960), mientras que en B. delpechiana pese a que Srivastava,
(1968) menciona que se trata de un 6vulo crasinucelado, por la descripcion que
hace sobre las capas que sufren divisiones periclinales, bajo la definicion de
Bhojwani (1981) corresponde a un évuio pseudocrasinucelado.

El surgimiento de la nucela, la formacion de los tegumentos, la curvatura
del ovulo, son procesos que se fievan a cabc normalmente, sin embargo, la
presencia de una gran vacuola en la celula madre de la megaspora es una
caracteristica inusual, no observada antes en otras células madres de la
megashoras viables (Dra. Marquez Guzman Com. Pers.). Esta caracteristica nos
puede estar indicando un patron anormal en el desarrollo del futuro saco
embrionario.

Es importante destacar que la etapa de célula madre (2n) es la ultima etapa

funcional observada tanto en la antera como en el ovario.
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El tipo de desarrollo de saco embrionario reportado para la famiiia es.
monosporico de tipo Polygonum {(Rao, 1970). La célula madre de la megaspora al
sufrir meiosis forma una tétrada linear de la cual la megaspora funcional es la que
se encuentra en el extremo calazal (Srivastava, 1968). Sin embargo en Bursera
medranoana, 1o mas parecido a un desarrollo de saco embrionario que se
encontré recuerda un saco embrionario tetrasporico de tipo Adoxa (Bhojwani,
1981). Al respecto, Rao (1968) menciona que en Balsamodendron mukul se
presentan sacos embrionarios nomo, bi, tri y tetraspéricos.

La gran cantidad de material procesado y la imposibilidad de encontrar un
saco embrionario bien formado del tipo que fuese, parece apoyar |2 idea de que
no existe una megasporogénesis y megagametogénesis normal.

La ausencia de un gametofito femenino con un gameto femenino al cual
poder fecundar nos indica lo innecesario de la germinacién de granos de polen
sobre el estigma de B. medranoana y la consiguiente formacion de tubos
polinicos, aunque en este caso habria que considerar el si su presencia es
necesaria para la formacioén del endospermo (Howell, 1988).

Primeras etapas del desarrolio de la semilla

El descubrimiento de la reproduccidn asexual en Bursera medranoana por
embrionia somatica demuestra la utilidad gue tiene la embriologia para entender
jos procesos reproductivos de una especie, ya que un analisis genético de la
poblacion, probablemente revelaria que los individuos son genéticamente iguales;
sin embargo, sélo podria establecer que ia especie se reproduce asexuaimente,
pero no indicar que tipo de proceso asexual es el que se esta presentando.

Una semilla madura en su interior contiene un embrion, pero es frecuente
observar durante la ontogenia de la semilla, una poliembrionia somatica como la
descrita en Citrus y otras familias como Buxaceae, Cactaceae, Euphorbiaceae,
Myrtaceae y Orchidaceae (Bhojwani, 1981). Los embriones formados
somaticamente provienen de células del tegumento interno, por lo cuat segun la
nomenclatura usada por Grant (1989) corresponde a una reproduccion
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Uno de los principales problemas que tienen los hibridos al establecerse es
la competencia por los recursos con sus propios progenitores (Ridiey, 1996), en
este sentido B. medranoana, parece haber tenido éxito, ya que la poblacién es
grande comparada con la de sus progenitores. Como se menciond, sobrepasa
numéricamente a la de B. schlechtendalii e iguala a la de B. morelensis
(Rzedowski & Ortiz, 1988)

La presencia de una reproduccion por embrionia somatica y no de una
partenogénesis o una aposporia, se puede explicar por el hecho de que la
embrionia adventicia es un fendmeno presente en las angiospermas
principalmente en plantas tropicales y subtropicales (Grant, 1989).

La reproduccidn asexual al no involucrar una recombinacion genética
produce organismos que son genéticamente iguales; sin embargo, una
reproduccidn agamospérmica tiene la ventaja de estabilizar el hibridismo y de ser
una forma de escape a la esterilidad, ya que de otra manera no se podrian
reproducir (Grant, 1989), a menos que SuS nNUMEros Cromosomicos se vieran
alterados (Ridley, 1996). La reproduccién asexual, tiene la ventaja, sobre la
propagacion vegetativa, de conservar a la semilla como modo de dispersion lo
cual tiene ventajas ecolégicas importantes (Bhojwani, 1981). La reproduccion
implica un gasto importante para ia planta, en el caso de Bursera medranoana
este gasto podria parecer inutil al formarse estambres que no tienen ninguna
funcién aparente y al invertirse en la formacion de un gineceo, pero si
comparamos la gran cantidad de frutos que se han logrado observar en algunos
individuos no puede pensarse como un gasto inutil.

De cualquier forma, las restricciones que implica una reproduccion
agamospérmica son a largo plazo, ya que en el futuro inmediato, mientras las
condiciones ambientales sean poco cambiantes la poblacion quizd no sufra
alteraciones, esto contrasta con las ventajas a largo plazo que se tienen con la
reproduccion sexual al generarse una variabilidad genética sobre la cual puede
actuar la seleccion natural. Si la especie agamospérmica es muy eficiente y
agresiva en el habitat probablemente desplazara a las especies sexuales que ahi

se encuentren provocando incluso su extincién o desaparicion en la zona. Esto
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cuestiona si realmente es desventajosa la reproduccion apomictica, ya que a largo
plazo, ninguna especie tiene asegurada su existencia por mucha variabilidad que
posea, la flora que se reproduce sexuaimente también se extingue. En el caso de
B. medranoana no se sabe el momento geologico en el cual aparecid, pero en
este momento es una especie exitosa en la Barranca de Tolantongo, por lo que su
reproduccién asexual le permite conservar las caracteristicas que son favorecidas
en su habitat.

En cuanto a la evolucidn que puede tener una especie agamospeérmica
creo que una frase que resume la idea que deseo expresar es la mencionada por
Darlington (1939) y tomada de Grant (1989): la apomixis es un escape de la

esterilidad, pero es un escape hacia un callején sin salida evolutiva.
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