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RESUMEN

Se describe el desarrollo de anteras, ovulos y semillas de Pachycereus fulviceps,
P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans. Se discute la
importancia en la precision de algunos términos utilizados para definir las
astructuras reproductoras en la familia Cactaceae. Se analizaron 22 caracteres
que describen la anatomia y la micromorfologia de dvulos y semiilas por medio de
métodos cuantitativos. Los resultados obtenidos en estos analisis apoyan la
importancia taxonomica de los caracteres embrioldgicos en la tribu Pachycereeae.
Se sugiere su potencial para el estudio de otros taxa. Se caracterizaron
embrioldgicamente los individuos femeninos y masculinos de P. pringlei. Se
concluye que el origen ontogenético bisexual de las flores unisexuales apoya la
hipotesis de que el ancestro de esta especie era hermafrodita. Las caracteristicas
de las alteraciones en el desarrollo de la antera de las flores femeninas de P.
pringlei son similares a las observadas en especies con esterilidad masculina
citoplasmica. Se identificaron dos morfos florales en los individuos masculinos.
Algunos individuos masculinos presentan ovarios con protuberancias nucelares en
el apice, mientras que otros forman ovulos anormales que pueden contener sacos
embrionarios estructuralmente bien diferenciados. Se observaron frutos en
individuos masculinos conteniendo semillas con embriones maduros cubiertos

parcialmente por la testa.



ABSTRACT

The development of anthers, ovules and seeds of Pachycereus fulviceps, P.
gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans is described. The
importance and accuracy of the existing terminology for defining and describing
reproductive structures in the Cactaceae family are reviewed. A total of 22
characters describing the anatomy and micro morphology of ovules and seeds
were analyzed using quantitative methods. The results obtained in this study show
that the embryological characters are important for the taxonomy of the tribe
Pachycereeae. They may also have taxonomic potential for other the study of other
taxa in the Cactaceae. Both male and female individuals of P. pringlei were
embryologically characterized. The bisexual ontogenetic origin of the flowers
observed, supports the hypothesis that the ancestor of this species was
hermaphrodite. The characteristic alterations in anther development in the female
flowers of P. pringlei are similar to those observed in plant species with
cytoplasmic male sterility. Two male flower morphs were identified. Some male
individuals present ovaries with nucelar protuberances in the apex while others
form abnormal ovules which may contain structurally well differentiated embryo
sacs. Fruits containing seeds with mature embryos partially covered by the testa

were observed in male individuals.



CAPITULO |

Introduccion general

La familia Cactaceae, a excepcidn de algunas especies del genero Rhipsalis, es
endémica de Ameérica y consta de aproximadamente 100 géneros y 1500 especies
(Barthlott y Hunt, 1893). Las estimaciones de taxa representados en Meéxico varian
de 563 especies y 48 géneros (Hernandez y Barcenas, 1994) a 850 especies y 50
generos (Arias, 1993), encontrandose un alto porcentaje con una distribucién
restringida al territorio nacional, por lo que es considerado como uno de los
centros de diversidad de |la familia. Comparado con el resto de los paises
americanos, México ocupa el primer lugar en cuanto al numero de especies y
generos (Arias, 1993). Después, en orden de importancia, se encuentran Bolivia,
Brasil, Peru y Argentina, paises que constituyen de manera conjunta otro centro

de diversidad (Arias, 1993).

Alrededor del 45% de |a superficie total del pais esta cubierta por matorrales
xerofilos. En ellos se encuentran cactaceas de manera distintiva con respecto a
otras familias y frecuentemente como componentes fundamentales del paisaje
(Rzedowski, 1978). También pueden encontrarse en otros tipos de vegetacion,
tales como bosques tropicales subcaducifolios, caducifolios y espinosos (Bravo-

Hollis, 1978: Arias, 1993).



La familia Cactaceae esta dividida en cuatro subfamilias: Pereskioideae,
Maihueniocideae, Opuntioideae y Cactoideae (Anderson, 2001). Esta ultima es la
que presenta mayor diversidad, por lo que ha sido subdividida en nueve tribus,
Echinocereeae, Hylocereeae, Cereeae, Trichocereeae, Notocacteae,

Rhipsalideae, Browningeae, Pachycereeae y Cacteae (Barthlott y Hunt, 1993).

La tribu Pachycereeae reune a la mayoria de las cactaceas columnares y
candelabriformes que se distribuyen en Norteameérica. Esta integrada por 13
generos vy 58 especies, de las cuales, el 93% se encuentra en Meéxico y el 81% es

endémico (Davila-Aranda et al. 2002).

Inicialmente, casi todas las especies de esta tribu pertenecian a Cereus, hasta que
Britton y Rose (1909 en Gibson et al. 1286) las separaron en distintos géneros,
muchos de |los cuales permanecen hasta la actualidad. Buxbaum (1961), utilizando
caracteres morfologicos de flores, frutos y semillas dividié a Pachycereeae en
cinco subtribus: Pterocereinae, Pachycereinae, Stenocereinae, Cephalocereinae y
Myrtillocactinae. Posteriormente, modifico su sistema de clasificacion y lo redujo a
cuatro subtribus, colocando las especies que formaban parte de Cephalocereinae

en Stenocereinae (Gibson y Horak, 1978).

En la propuesta taxonomica de Gibson y Horak (1978) para la tribu Pachycereeae,
se encuentran solamente dos grandes grupos, las subtribus Stenocereinae y

Pachycereinae. En la primera, se encuentran las cactaceas columnares que



presentan células pigmentadas en los funiculos, triterpenos. semillas rugosas y
cuerpos de silice en la epidermis e hipodermis. En la segunda, las especies que
presentan alcaloides, cristales de oxalato de calcio en la epidermis, semillas lisas y
funiculos sin células pigmentadas. Sin embargo, no se tiene informacion sobre la
presencia o ausencia de estos caracteres en muchas de las especies de |a tribu,
por lo que se requieren mas estudios para definir los limites entre generos y

esclarecer sus relaciones filogeneticas (Gibson et al., 1986).

Cornejo y Simpson (1997), entre los resultados de una investigacion que tuvo por
objeto describir y comparar la arquitectura y la morfologia del tallo de 25 especies
de cactos columnares y arborescentes norteamericanos, incluyen un cladograma
para 48 especies de la tribu Pachycereeae. La topologia de este cladograma
apoya la division de la tribu Pachycereeae en las subtribus Pachycereinae y
Stenocereinae, aunque |os autores no especifican el tipo de caracteres utilizados

en su analisis.

Cota y Wallace (1997) estudiaron las relaciones filogeneticas del genero
Ferocactus con algunas especies de la tribu Pachycereeae. El analisis cladistico
de este trabajo fue realizado tomando como base Ia variacién en los sitios de
restriccion del genoma de los cloroplastos y también apoya la subdivision de |a

tribu Pachycereeae en dos subtribus.

A partir del analisis filogenético de la tribu Pachycereeae con datos anatomicos,

morfologicos y quimicos, Terrazas y Loza-Cornejo (2002) consideran que



Stenocereus forma un clado monofilético, mientras que Escontria, Myrtillocactus y
Polaskia integran otro clado. Asi mismo, consideran que el género Pachycereus
(sensu Barthlott y Hunt, 1993) es un grupo parafilético y que se debe evaluar |la
conformacion de otro posible ciado formado por Cephalocereus, Neobuxbaumia,
Carnegiea y Pachycereus fulviceps. Arias (2002) sostiene que la subtribu
Pachycereinae es monofiletica, solamente si se consideran dentro de este taxon a

Stenocereus aragonii (F.A.C. Weber) Buxb. y S. eichlamii (Britton & Rose) Buxb.

No sdlo existen problemas de delimitacion entre subtribus, sino que varios de los
generos que integran la tribu Pachycereeae han tenido una complicada historia
taxonomica (Cuadro 1). El género Pachycereus para Britton y Rose (1920) incluye
once especies que, como caracteristica distintiva, presentan flores y frutos
cubiertos con escamas, tricomas y cerdas. Aunque producto de una confusion,
estos autores identifican a Pachycereus chrysomallus con dos especies con
caracteristicas morfologicas y distribuciones geograficas completamente distintas,
una de ellas reconocida por Sanchez-Mejorada (1973) como Backebergia militaris
y la otra por Bravo-Hollis (1978) como Mitrocereus fulviceps. Por otra parte, la
especie nombrada por Britton y Rose (1920) como Pachycereus gaumeri, €s
considerada por Buxbaum (1961), Bravo-Hollis (1978) y Gibson y Horak (1978)
sinonimo de Pterocereus gaumeri. Posteriormente, Barthlott y Hunt (1993)
retoman la propuesta de Britton y Rose (1920) con respecto a que 8. militaris, M.

fulviceps y P. gaumeri pertenecen a Pachycereus .



Britton y Rose (1920)

Cuadro 1. Sistemas de clasificacién para el género Pachycereus.

Buxbaum (1961, 1963)

Bravo-Hollis (1978)

Gibson y Horak (1978)

Barthlott y Hunt (1993)

Lemaireocereus hollianus (F.A.C.
Weber) Britton & Rose

Lemaireocereus weberi (J. M.
Coull.) Backeb.

Lophocereus schotli (Engelm.)
Britton & Rose

Pachycereus chrysomallus (Lem.)
Britton & Rose

Pachycereus columna-trajani
(Karw. ex Pfeiff.) Britton & Rose

Pachycereus gawmern Brillon &
Rose

Pachycereus grandis Rose

Pachycereus lepidanthus (Eichlam)
Britlon y Rose

Pachycereus marginatus (DC.)
Britton & Rose

Pachycereus orcuttii (K.
Brandegee) Britton & Rose

Pachycereus pecten-abonginum
(Engelm.) Britlon & Rose

Pachycereus pringlei (S. Walson)
Britton & Rose

Pachycereus ruficeps F.A.C. Weber

Pachycereus hollianus (F.A.C.
Weber) Buxb.

Stenocereus weberi (J.M. Coult.)
Buxb.

Lophocereus gatesii M. E. Jones
Lophocereus schottii

Mitrocereus militaris (Audot) Bravo
Pseudomitrocereus fulviceps

(F.A.C. Weber) Bravo & Buxb.

Cephalocereus hoppendstedtii
(F.A.C. Weber) K. Schum

Pterocereus gaumeri (Brillon &
Rose) MacDoug. & Miranda

Pachycereus grandis
Escontna lepidantha (Eichlam)
Buxb.

Stenocereus marginatus (DC.) A.
Berger & Buxb.

Pachycereus orcuttii
Pachycereus pecten-aboriginum

Pachycereus pringlei

Pilocereus ruficeps

Pachycereus hollianus
Stenocereus weberi
Lophocereus gatesii
Lophocereus schotlii
Backebergia militaris (Audol)

Bravo ex Sanchez-Mej.

Mitrocereus fulviceps (F.A.C.
Weber ex K. Shum.) Backeb. ex
Bravo

Cephalocereus hoppendstedtii

Pterocereus gaumer
Pachycereus grandis

Escontna fepidantha
Stenocereus marginatus

X Pachgerocereus orcutlii (K.
Brandegee) Moran

Pachycereus pecten-aboriginum

Pachycereus pringlei

Neobuxbaumia macrocephala
(F.A.C. Weber) Dawson

Pachycereus hollianus
Pachycereus weberi (J. M. Coull.)
Backeb.

Lophocereus gatesii
Lophocereus schottii

Backebergia militaris

Mitrocereus fulviceps

Cephalocereus hoppendstedti
Pterocereus gaumern
Pachycereus grandis

Anisocereus lepidanthus (Eichlam)
Backeb.

Pachycereus marginatus

X Pachgerocereus orcutlii
Pachycereus pecten-aboriginum

Pachycereus pringlei

Neobuxbaumia macrocephala

Pachycereus holianus

Pachycereus webern

Pachycereus gatesii (M.E. Jones)
Hunt

Pachycereus schottii (Engelm. ex
Coulter) Britton & Rose

Pachycereus militaris (Audot) D. R.
Hunt

Pachycereus fulviceps (Lem.) D.
R. Hunt

Cephalocereus apicicephalium
Dawson

Pachycereus gaumern
Pachycereus grandis
Pachycereus lepidanthus
Pachycereus marginalus

X Pacherocactus orcutti (K.
Brandegee) Rowley
Pachycereus pecten-aboriginum

Pachycereus pringlei

Neobuxbatumia macrocephala




Pachycereus marginatus y P. weberi son reconocidas por Gibson y Horak (1978),
Barthlott y Hunt (1993), pero consideradas parte del género Stenocereus por
Buxbaum (1961) y Bravo-Hollis (1978). Pachycereus lepidanthus sensu Britton y
Rose (1920) es reconocida como Escontria lepidantha por Buxbaum (1961) y
Bravo-Hollis pero como Anisocereus lepidanthus por Gibson y Horak (1978) vy
nuevamente incluida en Pachycereus por Barthlott y Hunt (1993). Pachycereus
gatesiiy P. schottii sensu Barthlott y Hunt (1993) son consideradas como parte del

genero Lophocereus por Bravo-Hollis y Gibson y Horak (1978).

Algunas especies de Pachycereus han mantenido su posicion a traves de los
diferentes sistemas de clasificacion. Britton y Rose (1920), Buxbaum (1963),
Bravo-Hollis (1978), Gibson y Horak (1978) y Barthlott y Hunt (1993) coinciden en
la ubicacion taxonomica de Pachycereus grandis, P. pecten-aboriginumy P.
pringlei. Pachycereus hollianus es aceptada por |los autores anteriores con

excepcion de Britton y Rose (1820).

Hasta antes del estudio filogenético realizado por Arias (2002) para Pachycereus
no se conocia ninguna sinapomorfia que delimitara a este genero, de tal manera
que el numero de especies aceptadas por los autores de los distintos sistemas de
clasificacidn para este taxén ha sido muy variable. En los tratamientos
taxondmicos de Britton y Rose (1920), Buxbaum (1961), Bravo-Hollis (1978),
Gibson y Horak (1978) y Barthlott y Hunt (1993), la distincion entre taxa esta

sustentada en conjuntos de caracteres que forman una intrincada red de

10



semejanzas y diferencias que es dificil analizar cuando se pretende entender las

relaciones interespecificas o intergenéricas.

Arias (2002) llevd a cabo el analisis cladistico de Pachycereus sensu Barthlott y
Hunt (1993) a partir de caracteres morfologicos, anatomicos y moleculares. Este
autor propone que Pachycereus solo debe estar constituido por las especies P.
grandis, P. pecten-aboriginum, P. pringlei, P. tepamo S. Gamay S. Arias y P.
weberi. Las sinapomorfias morfoldgicas que delimitan a este genero, segun Arias
(2002), son la presencia de un surco interareolar y la forma de |a flor de tipo G
(pericarpelo amplio, constriccion del tubo receptacular tenue y tubo receptacular

ligeramente abierto).

En uno de los arboles mas parsimoniosos obtenidos por Arias (2002), mediante el
analisis de evidencia total, se pueden reconocer tres clados principales dentro de
la subtribu Pachycereinae, el grupo Lemaireocereus. el grupo Cephalocereusy el
grupo Pachycereus. El grupo Lemaireocereus esta constituido por P. hollianus y
P. lepidanthus. El grupo Cephalocereus esta conformado por Cephalocereus,
Neobuxbaumia y P. fulviceps, encontrandose esta ultima especie como grupo
basal. El grupo Pachycereus contiene dos subgrupos principales, el primero
incluye al clado formado por las cinco especies propuestas por Arias (2002) para
integrar al género Pachycereus (P. grandis, P. pecten-aboriginum, P. pringlei, P.
tepamo y P. weberi), Carnegiea gigantea (Engel.) Britton & Rose como grupo
hermano de este genero y al clado S. aragonii y S. eichlamii. El segundo subgrupo

Incluye a P. gatesii, P. schottiiy P. marginatus formando un clado, 2. gaumeri

11



como el grupo hermano de este clado y P. militaris en una posicion basal para el

subgrupo.

Tomando como base los resultados anteriores, Arias (2002) propone gue

P. fulviceps, P. gaumeriy P. militaris sean reconocidas como los géneros
monotipicos Pseudomitrocereus, Pterocereus y Backebergia, respectivamente;
P. gatesii, P. marginatus y P. schottii se transfieran al genero Lophocereus;

P. hollianus y P. lepidanthus formen parte del género Lemaireocereus y que

S. aragonii y S. eichlami pertenezcan al género Marshallocereus dentro

la subtribu Pachycereinae.

Para |a realizacion de las clasificaciones de la tribu Pachycereeae se han utilizado
datos morfoldgicos, anatomicos, quimicos y moleculares, pero los caracteres
embrioldgicos no han sido todavia suficientemente explorados. De acuerdo con
Stuessy (1990), la estrecha relacion de la embriologia con otras disciplinas como
la morfologia, la anatomia, la citologia y la morfogénesis, hace que las fronteras
entre estos tipos de datos no sean muy claras y que en consecuencia no se
considere a la embriologia como una disciplina independiente o que sus datos se

utilicen con poca frecuencia en estudios taxonémicos.

Davis (1966), en una de las primeras obras sobre embriologia sistematica, define
los caracteres embriologicos como todos |los procesos y estructuras asociados a la
esporogenesis, gametogenesis y embriogénesis. Tobe (1989) amplia esta

definicion al precisar que la embriologia describe la diversidad estructural de la

12



micro y megasporogénesis, del desarrollo del micro y megagametofito, de la

fecundacion y del desarrollo del embrion, del endospermo y de la cubierta seminal.

Se han realizado varios intentos por recopilar la informacion sobre la embriologia
de cada familia de angiospermas y revisar los caracteres de importancia
taxonomica (Manheshwari, 1950; Davis, 1966: Seshachar, 1970; Palser, 1975;
Bhojwani y Bhatnagar, 1978; Herr, 1984; Tobe, 1989; Stuessy, 1990; Takhtajan,
1991, Johri et al., 1992). Stuessy (1990) sostiene que la variacion de los
caracteres embriologicos puede ser utilizada para demarcar taxa y para analizar
las posibles correspondencias con los caracteres morfologicos. En términos
generales, la mayoria de los autores citados coinciden en subrayar que la
importancia de estos caracteres depende del grupo en estudio y de su nivel en la

jerarquia taxonémica.

Tobe (1989) discute la importancia de los caracteres embrioldgicos en la
sistematica y su utilidad para cada categoria taxonomica con base en un exienso
estudio sobre la embriologia del orden Myrtales. Este autor sintetiza |la informacion
de los trabajos clasicos de embriologia sistematica (Maheshwari, 1950; Davis,
1966; Palser, 1975; Herr, 1984) y genera una lista con mas de cincuenta
caracteres embrioldgicos, destacando la importancia de definir con precision sus
respectivos estados de caracter. Ademas plantea que los caracteres que son
consistentes en una familia, pueden no serlo en otra, incluso perteneciendo al
mismo orden, 0 que también se pueden encontrar casos de caracteres que son

diversos a nivel de familia pero consistentes en alguna subfamilia. tribu o genero.

13



Por su parte, Stuessy (1990) y Tucker y Douglas (1993) sostienen que los
caracteres ontogeneéticos se distinguen de otros, por tener el potencial para
descubrir homologias ocultas en las estructuras florales o vegetativas cuando han
alcanzado su madurez. Los caracteres embriolégicos, en la medida en que
describen procesos de desarrollo como cualquier otro caracter ontogenético,
también pueden ser importantes para identificar estructuras homaologas entre
distintos taxa, asi como para comprender el origen de formas de organizacion

complejas en las estructuras reproductoras maduras.

Segun Tobe (1988), para poder caracterizar embrioldogicamente una familia es
necesario, por una parte, hacer una seleccion de taxa representativos de las
categorias de menor rango, como pueden ser subfamilias, tribus, subtribus,
secciones o generos y, posteriormente, realizar una evaluacion critica de los
caracteres analizados con el fin de contribuir a la realizacion de hipotesis

filogeneéticas.

Aunque se han descrito caracteristicas embrioldgicas en algunas especies de la
familia Cactaceae, todavia no esta documentado el desarrollo de anteras, ovulos y
semillas en especies representativas de la mayoria de las tribus de la subfamilia

Cactoideae (Cuadro 2).

Algunos trabajos sobre cactaceas estan enfocados al estudio comparativo del

polen (Kurtz, 1948: Leuenberger, 1976a, 1976b; Tsukada, 1964; Jarvis. 1281), de

14



Cuadro 2. Relacion de estudios del desarrollo de anteras,
ovulos y semillas de la familia Cactaceae sensu Barthlott y Hunt (1999).

ESPECIE

REFERENCIA

OBJETO DE ESTUDIO

SUBFAMILIA PERESKIOIDEAE

Pareskia aculeata Mill,
2. bleo (Kunth) DC.
P. grandifolia Haw.

P. lychnidiflora DC.

P nemorosa Rojas (P. amapola F. A, C. Weber)
SUBFAMILIA OPUNTIOIDEAE
Opuntia aurantiaca Lindl.

Q. dillenii (Ker-Gawl.) Haw.,

O. spinosissima Mill. (Consclea spinosissima (Mill.) Lem.)

O. stenopetala Engelm.

0. tomentosa Salm-Dick var. tomentosa Salm-Dick
SUBFAMILIA CACTOIDEAE

Tribu Cacteae

Astrophytum myriostigma Lem.

Ferocactus wislizeni (Engeim.) Britton & Rose
Mammullaria rhodantha Link & Otto v M. compressa DC.
Sclerocactus papyracanthus (Engelm.) Taylor ( Toumeya
papyracantha (Engelm.) Britton & Rose)

Thelocactus bicolor (Galeotti ex Pfeiff.) Britton & Rose

Tribu Cereeae
Cereus jamacaru DC.

Tribu Echinocereeae

Acanthocereus tetragonus (L.) Hummelinck (Cereus

pentagonus (L.) Haw.,)

Harrisia martini (Labour.) Britton (Cereus martini Labour. )

H. tortuosa (Forbes) Britton & Rose (Cereus tortuosus

Forbes)

Tribu Hylocereeae

Hylocereus undatus (Haw. ) Britton & Rose

Tribu Pachycereeae

Pachycereus militaris (Audot) D. R. Hunt

Tribu Trichocereeae

Cleistocactus baumanni (Lem.) Lem. (Cereus baumannii

Lem.)

Tiagi, 1967
Tiagi, 1967
Tiagi, 1967
Jimenez, 2002

Neumann, 1835

Archibald, 1939
Chopra, 1957

Tiagi, 1954

Maneshwari y Chopra, 1955

Strittmatter et al.,, 2002
Qrozco, 2002

Flores, 2002

Engleman, 1260

Kapil y Prakash, 1969

Hernandez-Garcia y Garcia-

Villanueva, 1591

Engleman, 1960

Engleman, 1960

Guignard, 1886

Kapil y Prakash, 1969

Guignard, 1886

Guignard, 1886

Guignard, 1886

Banerji y Sen, 1954

Nafiez-Mariel at al., 2001

Guignard, 1886

antera, ovulo y semilla
antera, ovulo y semilla
antera, dvulo y semiila
antera, ovulo y semilla

antera y ovulo

évulo y semilla
ovulo

antera y ovulo
dvulo y semilla

antera, ovulo y semilla
antera, ovulo y semilla

antera, ovulo y semilla

6vulo y semilla
antera, ovulo y semilla

ovulo y semilla

ovulo y semilla

ovulo y semilla

fecundacian

antera, ovuilo y semilla

fecundacion

fecundacion

fecundacion

dvulo

antera, ovulo y semilla

fecundacion
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la anatomia y morfologia de ovulos y semillas (Flores, 1976; Flores y Engleman,
1976; Hernandez-Garcia y Garcia-Villanueva, 1991) o a la descripcion
micromorfologica de las semillas (Elizondo et al., 1994; Leuenberger, 1974,
Barthlott y Voit, 1979; Taylor y Clark, 1983; Friedrich y Glaetzle, 1983; Bregman,

1992; Maiti et al., 1994; Barthlott y Hunt, 2000; Arias, 2002) con fines taxondmicos.

Hasta la fecha sdlo se ha publicado un trabajo sobre el desarrollo de las
estructuras reproductoras en una especie de |la tribu Pachycereeae (Nunez-Mariel
et al., 2001); otros estudios para este grupo taxonomico solamente describen la
morfologia y anatomia del polen, ovulos y semillas una vez que han alcanzado la
madurez. Buxbaum (1855, 1961, 1963), quien puso especial énfasis en la
importancia de las estructuras reproductoras para la realizacion de sistemas de
clasificacion, describio detalladamente ovuios, semillas y plantulas de la tribu
Pachycereeae. Flores (1976) y Flores y Engleman (1978) analizaron caracteres
cuantitativos y cualitativos de ovulos y semillas de cinco especies de esta tribu,
como parte de una investigacion que tenia por objetivo comparar la variacion
anatomica y morfoldgica de estas estructuras en la familia Cactaceae. Gibson et
al. (1986) examinaron la microescultura de la cubierta seminal en aigunas
especies de la tribu y plantearon que este tipo de caracteres eran significativos en
la delimitacion de subtribus y géneros. Gama-Lépez et al. (1997) estudiaron Ia
morfologia de los granos de polen de P. hollianus, P. grandis, P. marginatus, P.
pecten-aboriginum, P. pringlel, P. tepamo y P. weberi. Barthlott y Hunt (2000)
publicaron la descripcidon micromorfoldgica de las semillas de la subfamilia

Cactoideae, incluyendo algunas especies representativas de Pachycereeae. Arias
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(2002) llevo a cabo el estudio comparativo de la micromorfologia de las semillas
del género Pachycereus sensu Barthlott y Hunt (1993), utilizando la terminologia
de Barthlott y Hunt (2000) y analisis multivariados para detectar los caracteres

capaces de discriminar entre especies.

La incorporacion de los caracteres embrioldgicos a los analisis filogenéticos de la
familia Cactaceae ha sido limitada. Esto es debido a que muchos de los estudios
embriclogicos de esta familia sdlo abordan una parte del desarrollo de las
estructuras reproductoras y, por lo tanto, se carece de informacion sobre
caracteres que podrian ser taxonomicamente significativos. Ademas, la
terminologia empleada para describir algunas caracteristicas de las estructuras
reproductoras en cactaceas puede ser contradictoria, por lo que su utilizacion en
los estudios filogenéticos podria conducir a interpretaciones equivocas de la

variacion de estos caracteres dentro de la familia.

Se han realizado esfuerzos para combinar distintas fuentes de informacion
taxonomica con el objeto de entender las relaciones filogenéticas de la tribu
Pachycereeae (Gibson y Horak, 1978; Gibson ef al., 1986; Arias, 2002; Terrazas y
Loza-Cornejo, 2002). Sin embargo, el uso de caracteres embrioldgicos se ha
concretado a |la descripcion de algunos atributos micromorfolégicos de semillas
maduras, pero no se han analizado otras estructuras reproductoras, tales como

anteras y ovulos.



El estudio embrioldgico de un grupo de especies relacionadas filogeneticamente
es un punto de partida para reconocer y definir caracteres que pueden ser
incorporados a futuros analisis cladisticos y de esta forma, contribuir al
descubrimiento de posibles sinapomorfias que determinen la delimitacion de un

taxon.

Debido a que la embriologia estudia los procesos involucrados en la formacion de
estructuras reproductoras, ademas de contribuir a la resolucion de problemas
taxonomicos, también aporta informacion relevante en el estudio de la diversidad
sexual en las angiospermas. La variacion de algunos caracteres embrioldgicos
asociados al desarrollo del polen o de los dvulos, puede provocar la formacidn de

flores estériles masculinas o femeninas.

Segun Ainsworth (2000), una pregunta fundamental en relacion con el
establecimiento de sistemas sexuales ginodioicos, androdioicos, dioicos o trioicos
en las angiospermas, se refiere a la naturaleza de las rutas evolutivas que
condujeron a la unisexualidad. Este autor sostiene que la variacion en el tiempo vy
2l tipo de las alteraciones o |la supresion del desarrollo de alguno de los drganos
sexuales es sumamente variable entre especies, por lo que es posible inferir que
los mecanismos geneéticos y los procesos evolutivos involucrados también son

diversos.

El estudio comparativo de la embriologia de los morfos sexuales en una especie,

permite reconocer |las causas estructurales que impiden la formacion de ovulos o



polen viables en las flores unisexuales, y de esta manera, contribuye a la

comprension de los mecanismos que determinan el sexo en las plantas.

De acuerdo con Bawa y Beach (1981), entre los aspectos que se abordan en el
estudio de los sistemas sexuales en plantas se encuentran la distribucion espacial
y temporal de las funciones masculinas y femeninas, asi como las interacciones
ecoldgicas entre individuos capaces de cruzarse entre si y su relacion con los

polinizadores.

Para Charlesworth (2002), las especies con funciones sexuales femeninas y
masculinas en la misma flor o en flores separadas pero en un mismo individuo,
son “sexualmente monomarficas”, mientras que aquéllas que poseen individuos
con sexos separados (dioicas) o con individuos hermafroditas y unisexuales

(androdioicas y ginodioicas) son ‘sexualmente polimorficas”.

Aun cuando la mayoria de las cactaceas son hermafroditas (Parfitt, 1985), se han
reportado algunas especies con sistemas sexuales polimorficos (Lindsay y
Dawson, 1952; Ganders y Kennedy, 1978; Kimnach, 1982; Leuenberger, 1986; del
Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988; Hoffman, 1992; Fleming et al., 1994, Valiente-
Banuet et al., 1997; Orozco, 2002; Strittmatter et al., 2002). Sin embargo, estos
estudios todavia son insuficientes para reflejar la diversidad de los sistemas
sexuales en la familia Cactaceae. Algunos trabajos fueron realizados con fines
taxonomicos y se concretan a la descripcion morfologica de las flores, lo que

puede ocultar su verdadera condicion sexual, puesto que en ciertos casaos, |os
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morfos florales pueden tener la misma apariencia externa pero ser funcionalmente

masculinos o femeninos.

Lindsay y Dawson (1952) observaron flores unisexuales en Mammillaria
neopalmeri Craig, aunque desafortunadamente no precisan si son femeninas o
masculinas. Ganders y Kennedy (1978) sostienen que la poblacion que estudiaron
de Mammillaria dioica K. Brandegee solo presenta individuos hermafroditas y
femeninos, por lo que debe ser considerado como un sistema ginodioico, a
diferencia de Brandegee (1897 en Ganders y Kennedy, 1978), quien senala que
el sistema sexual de esta especie incluye individuos hermafroditas, masculinos y
femeninos. Kimnach (1982) considera que el sistema reproductor de Selenicereus
innesii Kimnach es dioico, a pesar de que solo incluye flores perfectas y femeninas

en su diagnosis, lo que en realidad corresponderia con un sistema ginodioico.

Leuenberger (1986), tomando como base ejemplares de herbario y observaciones
ocasionales en el campo, considera que Pereskia portulacifolia (L.) Haw. presenta
un sistema dioico y reporta la presencia de flores masculinas en Pereskia
quisqueyana Liogier, senalando que se requieren mas estudios para determinar &l
sistema reproductor en esta especie, pues no se tenian registros de flores con
ovulos normales y frutos. Ademas confirma las observaciones de Areces (1984 en
Leuenberger, 1986) acerca de |la presencia de flores masculinas y femeninas en
Pereskia zinniiflora DC. Del Castillo y Gonzalez-Espinosa (1988) describieron la
morfologia floral de los individuos hermafroditas, masculinos y femeninos de

Opuntia robusta Wendland ex Pfeiff. (sistema trioico). Hoffman (1992) concluye
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que la poblacion de Echinocereus coccineus Engelm. estudiada, presenta plantas
con flores aparentemente perfectas pero incapaces de producir frutos (individuos
funcionalmente masculinos) y plantas que pueden formar frutos pero no polen

(individuos funcionalmente femeninos).

Entre las investigaciones sobre sistemas sexuales en cactaceas, solamente se
han realizado estudios embrioldgicos comparativos entre morfos sexuales en las
especies Consolea spinosissima (Mill.) Lem. (Strittmatter et a/., 2002) y Opuntia
stenopetala Engelm. (Orozco, 2002), ambas integrantes de la subfamilia

Opuntioideae.

Las especies de la tribu Pachycereeae en las que se ha demostrado la presencia
de un sistema sexual diferente al hermafrodita son Neobuxbaumia mezcalaensis
(Bravo) Backeb. (Valiente-Banuet et al., 1997) y P. pringlei (Fleming et al., 1994).
Valiente-Banuet et al. (1997) encontraron que N. mezcalaensis presenta un
sistema sexual androdioico. Segun estos autores, los granos de polen de los
individuos hermafroditas y de los individuos masculinos pueden formar tubos
polinicos, pero las flores de estos ultimos tienen el gineceo completamente

reducido y los ovulos nunca alcanzan la madurez.

Fleming et al. (1994) describieron a P. pringlel como una especie trioica, estimaron
la adecuacion de los morfos sexuales y analizaron la influencia de los
polinizadores en el mantenimiento del sistema reproductor en algunas poblaciones

de esta especie. Las poblaciones trioicas de P. pringlei presentan individuos
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hermafroditas, masculinos, femeninos y neutros (Fleming et al., 1994). De acuerdo
con los resultados de Fleming et al. (1994), las flores masculinas de P. pringlei
tienen anteras con polen y ovario sin ovulos o con Gvulos muy pequenos; en
cambio, las flores femeninas presentan ovarios con évulos pero anteras sin polen
y las flores de los individuos neutros son completamente estériies, las anteras no
tienen polen y el ovario presenta las mismas caracteristicas que las flores
masculinas. Segun las observaciones de estos autores, la expresion del sexo en
los individuos marcados fue constante durante los afos en que se realizo la
iInvestigacion. Posteriormente, Fleming et al. (1998) encontraron que P. pringlei

presenta tanto poblaciones trioicas como ginodioicas.

Las especies trioicas son muy raras en las angiospermas (Richards, 1986;
Ainsworth, 2000). Una ventaja del estudio embriologico de los sistemas trioicos
con respecto a los dioicos, es la posibilidad de comparar entre morfos
hermafroditas, masculinos y femeninos que descienden de un ancestro comun
iInmediato y que comparten las mismas condiciones ambientales, ya que para
detectar |as irregularidades en el desarrollo del gineceo o androceo en las flores
unisexuales, es importante tomar como modelo la ontogenia de las flores

perfectas.

Los estudios ecolégicos sobre sistemas reproductores en las angiospermas,
generalmente definen las clases sexuales en términos de la funcionalidad de sus
organos, es decir, por su capacidad para producir polen o semillas viables (Baway

Beach, 1981), pero no prestan demasiada atencion a las posibles variaciones en



las formas de desarrollo entre flores de un mismo sexo. Estas variaciones pueden
ser identificadas mediante un estudio embriclégico comparativo de los distintos
morfos sexuales y su conocimiento es fundamental para sentar las bases que
permitan estudiar los mecanismos moleculares y los patrones evolutivos que han
participado en |la separacion de sexos en las plantas (Bawa y Beach. 1981; Lebel-

Hardenack y Grant, 1997, Barret, 1998; Ainsworth, 2000).

Considerando el desconocimiento de la embriologia en la tribu Pachycereeae, la
complicada historia taxonomica del género Pachycereus, la importancia de los
caracteres embrioldgicos en la sistematica y tomando en cuenta que la especie
tipo de Pachycereus (P. pringlei) presenta individuos con flores bisexuales e
individuos con flores funcionalmente unisexuales, en esta tesis se pretendio
abordar las siguientes interrogantes: (1) ¢existen diferencias en el desarrollo de
anteras, ovulos y semillas en las especies que integran al genero Pachycereus
sensu Barthlott y Hunt (1993)7? (2) ¢ existe variacion en los caracteres
embrioldgicos entre P. fulviceps, P. gaumeri y P. militaris (consideradas géneros
monotipicos por Gibson y Horak, 1978) con respecto a P. pringlei (especie tipo del
género)? (3) ;que tipo de caracteres embriolégicos pueden tener importancia
taxondmica a nivel especifico o genérico en la tribu Pachycereeae? (4) ;como es
la embriologia de los individuos femeninos y masculinos de P. pringler? (5)

¢, cuales son las alteraciones en el desarrollo de las anteras que impiden la
formacion de polen viable en las flores femeninas de P. pringlei? (8) ;en que
etapa del desarrollo de las flores masculinas se detiene o aitera |la diferenciacion

de los ovulos en P. pringlei?
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Debido a las implicaciones que la embriologia puede tener en |a resolucion de
problemas taxonomicos, asi como. en la comprension de los procesos evolutivos
que han dado lugar a la diversidad sexual en la familia Cactaceae, el objetivo de
esta investigacion fue caracterizar embrioldgicamente a cinco especies de
cactaceas columnares endémicas de México (Pachycereus fulviceps, P. gaumer,
P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans), precisar los terminos
utilizados en la descripcion de estructuras reproductoras en la familia, proponer
caracteres de importancia taxonémica en la triou Pachycereeae, aportar
elementos nuevos para la filogenia del grupo e identificar las caracteristicas del
desarrollo de los drgancs sexuales que han conducido a la unisexualidad en P.

oringlel.

El segundo capitulo de esta tesis comprende el estudio embriologico de
Pachycereus militaris, una especie que es catalogada como rara de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-0538-ECOL-1994) y que se encuentra en el
Apéndice | de la CITES (Hunt, 1999). Este es el primer estudio en el que se
describe el desarrollo de antera, dvulo y semilla de una especie de |a tribu
Pachycereeae y fue publicado en el Boletin de la Sociedad Botanica de México

(Nunez-Mariel et al. 2001).

El tercer capitulo comprende el estudio comparativo de la embriologia de
Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris. P. pringlei y Myrtillocactus

geometrizans. Incluye también el analisis por medio de metodos numericos de los
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caracteres que describen la anatomia y micromorfologia de ovulos y semillas.

El cuarto capitulo esta dedicado al estudio embriclégico comparativo de los
individuos hermafroditas, femeninos y masculinos de Pachycereus pringlei. A partir
de la descripcion del desarrollo de las estructuras reproductoras, se determina el
momento de detencién en |a formacion de polen y semillas viables, lo que conduce

a la formacion de flores funcionalmente unisexuales.

El quinto capitulo corresponde con la discusion general de la tesis y el capitulo

sexto con las conclusiones generales.
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Resumen. Este trabajo es una contribucién al conocimiento de la embriologia de las cactdceas v a la defini-
cién de sus estructuras reproductoras. Se describe el desarrollo de anteras. évulos v semillas de Pachycereus
militanis. El desarrollo de la pared de la antera es monocotiledéneo. Este podria ser un caracter con valor
taxondémico a nivel suprafamiiiar. El endotecio estd formado por un estrato v el polen es tricolpado. equinu-
lado y puncritegilado. Se observé una triada lineal de megasporas. La megaspora funcional es la calazal. Se
propone que el término campilétropo se use para describir el tipo de 6vulo v el de circinétropo para el fu-
niculo. Contrariamente a lo sostenido por otros autores, se planiea que las semillas de Pachycereus militars
deben considerarse como no albuminosas y no perispérmicas.

Palabras clave: Pachycereus, Backebergia, aniera, 6vulo, semilla, Cactaceae.

Abstract. This is a contribution to the embryology of cacti and 1o the definition of their reproductory struc-
tures. The development of anthers, ovules and seeds of Pachycereus militans is described. The type of devel-
opment of the anther wall is monocotvledonous. This may have taxonomic importance above the family level.
The endothecium is formed by a single stratum and the polien grains are tricolpate, spinulate and punctite-
gilate. A lineal triad of megaspores was observed. The functional megaspore is the chalazal one. It is pro-
posed that the term campylotropous should be utilized for describing the ovule type, while the term
circinotropous should be reserved for the funicle. In contrast to the stated by other authors, this study sug-
gests that the seeds of Pachvcereus militarts should be considered as non-albuminous and non-perispermous.

Key words: Pachycereus, Backebergia, anther, ovule, seed, Cactaceae.

Pach_vcereus militaris (Audot) Hunt es una cactacea
arborescente que se caracteriza por la presencia
de un cefalio, con cerdas en tonos de amarillo a café
obscuro, que se encuentra en el dpice de las ramas
maduras. Esta especie es endémica de México v se
distribuye en la Cuenca del Rio Balsas. Es considera-
da especie rara de acuerdo a la Norma Oficial Mexi-
cana (NOM-059-ECOL-1994; SEDESOL, 1994) y
especie amenazada por la Convention on International
Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
(Hunt, 1999). Esto es debido, posiblemente, a la re-
duccién de sus hdbitats por cambios en el uso del
suelo, en particular por las actividades pecuarias y la
expansion de la frontera agricola. Observaciones
preliminares de algunas poblaciones naturales, rea-
lizadas por Gibson et al. (1999), sugieren que éstas
podrian también estar declinando debido a proble-
mas de plagas.

La posicién taxonémica de esta planta no ha sido
esclarecida completamente hasta la fecha. Bravo-Hollis
(1978) considera que es un género monotipico v que
el nombre correcto para la especie es Backebergia
militaris (Audot) Bravo ex Sanchez Mejorada, aclaran-
do la confusién creada por Britton v Rose (1919-1923)
quienes creveron que se trataba de Pachycereus fulvi-
ceps (Lemaire) Hunt. Sin embargo, Hunt (1999) con-
sidera que Backebergia militaris es sinénimo de
FPachycereus miliiaris.

Como ha sido senalado por Cronquist (1988) v
Stuessy (1990), el uso de caracteres embriologicos
puede ser muy importante para resolver problemas
taxonomicos a diferentes niveles de la jerarquia en
angiospermas. La presente investigacién forma par-
te de un estudio comparativo del desarrollo de estruc-
turas reproductoras de cinco especies de la tribu
Pachycereeae (Pachycereus militanis (Audot) Hunt,
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Pachycereus gaumen Britton & Rose, Pachycereus fulvi-
ceps (Lemaire) Hunt, Pachycereus pringlei (Watson)
Britton & Rose v Myrtillocactus geometrizans (Martius)
Console), enfocado a la busqueda de caracteres -
les para la delimitacion del género Pachycereus v para
la sistematica de la subtamilia.

La embriologia de la familia Cactaceae no ha sido
suficientemente estudiada. La mayoria de los trabajos
se han enfocado a la descripcion del desarrollo de 6vulos
v semillas (Guignard, 1886: Maheswhari v Chopra,
1955; Engleman, 1960; Hernandez-Garcia v Garcia-
Villanueva, 1991). Otros aspectos importantes. tales

Figuras 1-6. Cortes transversales de antera. 1. Microsporangio en donde se observa la division de la capa parietal
interna (flecha) 272x. 2. Antera inmadura tetrasporangiada 64x. 3. Microsporangio con células madres de las
microsporas rodeadas por el tapete binucleado (TB), capa media (ME), endotecio (EN) v epidermis (EP) 160x. 4.
Téwrada tetraédrica de microsporas formada a partir de citocinesis simultdnea 400x. 5. Microsporangio con granos
de polen jovenes (P]) 100x. 6. Grano de polen maduro mostrando el nicleo de la célula vegerativa (NV) v las
células espermaricas (CE) 400x.
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como el desarrollo de las anteras, se encuentran poco
documentados. Mds atin, existen imprecisiones e in-
consistencias en la forma como se definen y descri-
ben las diferentes estructuras. Este es el caso, por
ejemplo, de la confusion que hay en la descripcion
de los diferentes tipos de 6vulo o de funiculo. Esto
representa una limitaciéon importante para la carac-
terizacion embriolégica de la familia v puede conducir
a descripciones incorrectas de los procesos de desa-
rrollo de las estructuras reproductoras, asi como a
hipétesis filogenéticas erroneas.

El conocimiento integral de la embriologia de las
cactaceas deberia partir de la definicién precisa de
las esuwructuras reproductoras. Por ouwa parte, una
revision de la embriologia de esta familia deberia sus-
tentarse en el estudio sistemadtico de un conjunto de
taxa representativos de las distintas subfamilias. Pa-
chycereus mulitaris pertenece a la wibu Pachycereeae,
que incluye a las cactdceas columnares o candelabri-
formes, y que es, junto con las wibus Echinocereeae
v Cacteae, uno de los grupos de la familia mejor re-
presentados en México. Este tabajo es el primero de
una serie de estudios para documentar la embriolo-
gia de la tribu Pachycereeae.

Materiales y métodos.

Se recolectaron flores en antesis, botones florales vy
frutos en distintas etapas de desarrollo en la pobla-
cion de Pachycereus militaris que se encuentra a 3 km
al N de Buenavista Tomatldn, Municipio de Apatzin-
gdn, Michoacdn (19° 15" 44" N, 102° 34’ 60" W). La
vegetacion predominante es bosque tropical caduci-
folio. El ejemplar de herbario fue depositado en el
MEXU (JE 4534).

El material recolectado se fij6 en FAA (formalde-
hido-icido acético-etanol) en el campo y posterior-
mente fue deshidratado con alcoholes graduales. Las
muestras que fueron incluidas en Paraplast se corta-
ron a un grosor de 7 a 10 um v se tiferon con safra-
nina y verde fijo. Las muestras que se incluveron en
plastico de JB-4 y LR White fueron cortadas con cu-
chillas de vidrio a un grosor de 1 um v se tineron con
azul de toluidina.

Se realizaron pruebas histoquimicas para detectar
almidén (Lugol), taninos (vainillina-HCl; modifica-
do de Waterman y Mole, 1994), polisaciridos insolu-
bles v proteinas (dcido pervédico-reactivo de Schiff
v azul negro de naftol; modificado de Clark, 1981)

Las semillas y el polen se observaron con micros-
copia electronica de barrido. Las semiilas maduras se
lavaron utilizando ultrasonido v alcohol etilico al 96%.
Posteriormente se colocaron en una camara de vacio,
se cubrieron con oro y se observaron en un micros-

copio elecuénico de barrido en aumentos desde 35X
hasta 500X. El polen se colocé directamente en por-
tamuestras, se cubrié con oro y fue observado con
aumentos de 500X a 1000X.

Resultados

Desarrollo de la pared de la antera. Los primordios de
antera surgen del meristemo floral en secuencia cen-
wifuga. Cada primordio de antera esta formado por
tejido meristematico rodeado por una protodermis unies-
tratificada. Algunas células arquesporiales subepidérmicas
se diferencian v se dividen periclinalmente dando lugar
a las células parietales v a las células esporégenas.

La capa parietal se divide periclinalmente y origi-
na clos capas parietales secundarias, una interna y una
externa. La capa parietal secundaria externa forma
directamente el endotecio. La capa parietal secundaria
interna se divide periclinalmente y origina una capa
media y el tapete (figura 1). La antera desde etapas
tempranas de desarrollo es bilobulada, tetrasporan-
giada, presenta drusas en el conectivo y su pared estd
consttuida por cuatro esuwatos: epidermis, endotecio,
capa media v tapete (figuras 2 y 3). Dado que sola-
mente se forma una capa media y ésta se origina de
la capa pariertal secundaria interna, se considera que
el tipo de desarrollo de la pared de la antera es
monocotiledéneo.

Antes de que inicie la primera division meidtica de
las células esporogenas, las c€lulas del tapete han
duplicado su tamano v presentan dos nticleos (figu-
ra 3). La capa media comienza a constrenirse durante
la segunda division meidtica, hasta llegar a desapa-
recer una vez que la antera alcanza su madurez.

En la etapa de granos de polen uninucleados, las
células del tapete comienzan a degenerar, liberando
su contenido hacia el lI6culo de la antera. Parte del
contenido se adhiere a las paredes de los granos de
polen recién formados. Lo anterior, permite reconocer
al tapete como uno de tipo secretor. Tanto la capa
media como el tapete llegan a desaparecer cuando
la antera alcanza su madurez.

Después de la liberacion de las microsporas de la
térrada, las células del endotecio aumentan su volu-
men v forman engrosamientos en las paredes anticli-
nales. En la antesis, la pared de la antera estd formada
exclusivamente por la epidermis uniestratificada y el
endotecio.

Microsporogénesis y microgametogénesis. Las células esporo-
genas aumentan en numero por sucesivas divisiones
mitdticas e incrementan su tamano convirtiéndose en
células madres de las microsporas. Antes de iniciar
la meiosis, cada célula madre de las microsporas se
rodea por una gruesa pared de calosa, pero se obser-
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van canales citopldsmicos atravesando estas paredes  division meiotica de las células madres de las micros-

v conectando las células entre si. poras no es seguida por la formacion de paredes, por
La téwrada de microsporas se origina a partir de  lo que se forma una célula binucleada, la cual conti-
un proceso de citocinesis simultanea. La primera  nua con la segunda divisién meiética y tiene como
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Figuras 7-12. Cortes longitudinaies de ovulo. 7. Primordio de ovulo en donde se observa la célula madre de las
megasporas (CM), célula parieral (CP) v la formacion del tegumento interno (IT) 64x. 3. Ovulo crasinucelado
con células madres de las megasporas (CM) 400x. 9. Megaspora funcional calazal (MF) 400x 10. Megagametofito
con céluias anupodas (AN) 204.8x 11. Megagametofitos con nucieos polares (NP) v sinérgidas (SI) 256x. [2. Ovu-
los en preantesis: funiculo (EU), micropilo (MI), calaza (CA). tegumento externo (TE), protuberancia funicular
(PF) 25.2x.
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producto una célula con cuatro nucleos haploides
(figura 4). Es hasta este momento, cuando se forman
las paredes de calosa que van a separar a las cuatro
microsporas. La tétrada que se origina a partir de este
proceso es de tipo tetraédrico.

Cuando se degrada la pared de calosa se liberan
las microsporas y cada una de ellas da lugar a un grano
de polen unicelular. Estos granos de polen presen-
tan un citoplasma altamente vacuolado, nticleo excén-
trico y una capa de exina muy delgada, pero ya con
ornamentaciones (figura 3).

Los granos de polen jévenes se dividen mit6ticamen-
te, originando una célula vegetativa y una célula ge-
neratriz. Esta ultima, se divide nuevamente y forma
dos células espermadticas, por lo que el polen antes
del momento de ser liberado es tricelular (figura 6).

Las anteras son dehiscentes desde antes de la an-
tesis. Los granos de polen maduros son esferoidales,
tricolpados, punctitegilados, equinulados y presentan
un citoplasma sumamente denso con abundantes
proteinas.

Desarrollo del ovulo. A partir de la pared interna del
ovario surgen los primordios de 6vulos, los cuales estin
formados por un tejido indiferenciado que da origen
a la nucela y por una capa de células que forman la
protodermis nucelar. Las células arquesporiales se
forman a partir de células en posicién hipodérmica,
estas c€lulas se distinguen porque son de mayor ta-
mano y presentan ntcleos muy evidentes. Cada cé-
lula arquesporial se divide periclinalmente dando lugar
a una c€lula parietal en posicién hipodérmica y a una
célula madre de las megasporas, en la parte mds in-
terna (figura 7).

Los tegumentos del évulo inician su formacién
como pequenas protuberancias que surgen de la
epidermis nucelar, por lo que se consideran de tipo
dérmico. A partir de este momento, el primordio de
6vulo empieza a curvarse y la célula madre de las
megasporas comienza a prepararse para la meiosis,
aumenta significativamente de tamano, adquiere forma
alargada y su citoplasma se hace cada vez mds vacuo-
lado (figura 8).

La curvatura del 6vulo se debe principalmente al
crecimiento asimétrico de los tegumentos, hay un
mayor numero de divisiones anticlinales en la parte
dorsal que en la ventral, lo que origina que el 6vulo
comience a curvarse desde el inicio de su formacién.

La célula madre de las megasporas se divide meié-
ticamente y forma una triada de megasporas, aparen-
temente, debido a que no hay citocinesis en la diada
micropilar. La megaspora funcional calazal da lugar
al megagametofito y las megasporas restantes dege-
neran (figura 9). En este momento, la nucela esta

totalmente cubierta por los tegumentos y el 6vulo se
ha curvado tanto que la region micropilar del dvulo
se encuentra en una posicién cercana al funiculo. La
megaspora funcional aumenta de tamano y su nticleo
se divide mitdéticamente hasta formar un saco embrio-
nario octanucleado de tipo Polygonum.

Las células antipodas son efimeras, sélo pueden ser
observadas en etapas muy tempranas de la formacién
del saco embrionario (figura 10). En los botones flo-
rales en preantesis, las antipodas ya han degenerado
y el megagametofito estd formado exclusivamente por
una célula cenrtral binucleada, la ovocélula y dos cé-
lulas sinérgidas. Los nticleos polares estdn rodeados
por granos de almidon, cada sinérgida presenta un
citoplasma sumamente denso, una gran vacuola en
la regidn calazal, un ntcleo hacia la regién micropi-
lar y un aparato filiforme muy evidente (figura 11).

Tipo de ovulo. Los 6vulos maduros son campilétropos,
bitégmicos y crasinucelados (figura 12). Los tegumen-
tos son biestratificados con excepcion de la region
micropilar, en donde aumenta el nimero de estra-
tos. Entre ambos tegumentos se encuentra un espa-
cio aéreo en la region mds cercana a la cdlaza. El haz
vascular que proviene del funiculo llega hasta la cd-
laza. El micrépilo estd formado por el tegumento
interno.

A la altura de la zona donde el tegumento exter-
no se fusiona con el funiculo se encuentra un ensan-
chamiento que, de acuerdo con Engleman (1960),
recibe el nombre de protuberancia funicular. El fu-
niculo es ramificado, circinétropo y presenta papilas
en su parte ventral, lo que podria contribuir a la con-
duccién del tubo polinico ya que la fecundacién es
porégama.

Embriogenesis. Como producto de la primera divisién
del cigoto se forma una célula basal de mucho ma-
yor tamano que la célula apical. Después de subse-
cuentes divisiones se forma un proembrién columnar
con células basales de mayor tamarno que las apica-
les y con presencia de numerosas vacuolas.

A partir del proembrién columnar se forma un
embrién globular con un suspensor claramente de-
finido. Las c€lulas apicales del proembrién columnar
dan lugar al embrién propiamente y las células basa-
les al suspensor, el cual se mantiene hasta etapas
posteriores. No se observé poliembrionia.

El embrién globular desarrolla los primordios de
los cotiledones convirtiéndose en un embrion con
forma de corazén. El embrién continda creciendo
hasta alcanzar la etapa de torpedo. Cuando el embrién
llega a ocupar tres cuartas partes del largo de la se-
milla, los cotiledones comienzan a curvarse.
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£l embrion maduro ocupa practicamente todo el
volumen de la semilla. La curvatura del embrion si-
gue la curvatura de la nucela. El hipocétilo es sucu-
lento v lo recorre un cilindro vascular incipiente desde
la radicula hasta el meristemo apical que se encuen-
ira entre los cotiledones (figura 13). En esta etapa.
el endospermo v la nucela se han degradado casi
compleramente v las reservas, compuestas principal-
mente de proteinas v lipidos, se encuentran en el
embrion.

e — .

20kUV X1S

]

Endospermogenesis. Los nucleos polares se tusionan antes
de la fecundacion. El nucleo primario del endosper-
mo. producto de la fusion de los niicleos polares con
uno de los nucleos espermiticos del tubo polinico,
se divide consecuuvamente sin que hava cariocinesis
hasta consttuir una cadena de nucleos unidos por
citoplasma. Esta condicion libre nuclear del endos-
permo, se mantiene desde las primeras divisiones del
cigoto hasta las etapas mas tempranas del embrion
globular. El endospermo es de tipo nuclear.

Figuras 13-14. Cortes longitudinales de semilla. 13. Semiila madura: cotlledén (CO), cubierta seminal (CS), hipo-
conio (HP), perispermo (PE), regién hilo-micropilar (RH) 2x. 14, Deralle de la cubierra seminal: embrion (EM),
exotesta  ENJ. raninos (TA) 40x. Figs. 15-17. Observaciones con microscopia electronica de barrido. 15. Region
hilo-micropilar: micrépilo (MI), hilo (HI). 16. Micromortologia de semilla madura; region hilo-micropilar (RH).

17. Detalle de la resta.
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Cuando el embrion globular aumenta de volumen,
comienza a haber citocinesis en el endospermo que se
encuentra a su alrededor, pero en la region calazal del
saco embrionario, continta siendo libre nuclear, con
citoplasma muy denso y nticleos hiperuofiados. El en-
dospermo en la region calazal aparentemente va digi-
riendo a la nucela conforme avanza el desarrollo de la
semilla. lo que sugiere una posible funcién haustorial.

En la etapa de corazon del embrién, el endospermo
estd formado por células con numerosas vacuolas v
paredes delgadas que cubren el espacio que anterior-
mente tenia la nucela. En el momento en que el
embrion llega aproximadamente a la mitad de su
desarrollo se completa la citocinesis del endospermo.

Conforme avanza el crecimiento del embridn, la
nucela y el endospermo van siendo consumidos pau-
latinamente, hasta que en la madurez de la semilla,
el endospermo consiste de un solo estrato que cubre
la radicula del embridn v se extiencle hasta rodear el
hipocétilo. Los restos de la nucela ocupan solamen-
te una pequena drea ubicada en la parte concava del
embrion, entre los cotiledones v el hipocétilo, la cual,
por la presencia de almidén, es considerada como
perispermo.

Desarrollo de la cubierta seminal. Se depositan numero-
sos granulos de taninos en una gran vacuola en las
células de la exotesta y del endotegmen. Esta vacuo-
la, conforme madura la semilla, aumenta de tamano
y desplaza el nucleo hacia la periferia, llegando a
ocupar la totalidad del volumen celular.

En forma paralela al proceso anterior, las células
de la exotesta aumentan de tamano, adquieren for-
ma alargada v engruesan sus paredes periclinales,
mientras que las células del endotegmen se aplanan,
quedando cada vez mds comprimidas. Las paredes
periclinales externas de la exotesta pueden llegar a
medir hasta 70 um y las paredes periclinales internas,
hasta 18 um, el resto del espacio celular estd ocupa-
do exclusivamente por taninos. En la semilla madu-
ra, las células de la exotesta constituyen la principal
capa mecdnica (figura 14).

Las observaciones realizadas con microscopia elec-
tronica de barrido muestran que el micrépilo se en-
cuentra dentro de la copa hilar (figura 15) y la
superficie de las semillas maduras es lisa (figura 16).
Las células de la exotesta presentan paredes pericli-
nales externas planas con limites celulares rectos y
forma hexagonal (figura 17).

Discusion

Aunque los resultados del presente trabajo concuer-
dan en lo general con la descripcion de la embriolo-

gia de otras especies de la familia (Maheshwari v
Chopra, 1955; Engleman, 1960; Kapil v Prakash, 1969,
Tiagi, 1970; Flores v Engleman, 1976; Flores 1976; Johri
et al. 1992), se observaron algunos procesos v carac-
teristicas que no habian sido reportadas anteriormente
o que habian sido insuficientemente documentadas.
Algunas de estas caracteristicas podrian tener valor
taxonomico.

Davis (1966) v Johrt et al. (1992) mencionan a las
cacticeas como un ejemplo de las familias con desa-
rrollo de la pared de la antera de tipo monocotile-
doéneo. pero no citan la fuente de informacién, ni
incluven este cardcter en la descripcion embriolégi-
ca de la familia. En la literatura donde se aborda el
desarrollo de la antera de esta familia (Kapil v Prakash,
1969; Tiagi, 1970), solo se describen los procesos de
microsporogeénesis v microgametogeénesis, sin consi-
derar el desarrollo de la pared. En el caso de Pachy-
cereus militaris, se encontro que la capa parietal
secundaria externa se convierte directamente en el
endotecio, v la capa parietal secundaria interna da
origen a la capa media v al tapete, por lo que se con-
sidera que el desarrollo de la pared es de tipo mo-
nocotiledéneo. Esto confirma la afirmacién que Davis
(1966) v Johri et al. (1992) hacen al respecto.

Davis (1966) sostiene que el desarrollo de tipo
monocotiledéneo ha sido observado tipicamente en
monocotiledéneas, sin embargo, no es exclusivo de
ese grupo. Este tipo de desarrollo de la pared de la
antera también puede encontrarse en otras familias
de dicotiledéneas tales como Amaranthaceae, Cheno-
podiaceae, Portulacaceae v Molluginaceae, todas
pertenecenientes al mismo orden que las cactdceas
(Carvophvyllales). Lo anterior sugiere que el desarrollo
de la pared de la antera podria ser un caracter con
valor taxonémico a nivel suprafamiliar.

Kapil v Prakash (1969) encontraron que Cereus
jamacaru De Candolle, una cacticea sudamericana de
hdbito similar al de Pachycereus militaris, presenta té-
tradas de microsporas tetraédricas y decusadas, en-
dotecio con dos o tres esuratos en la vecindad del
conectivo y epidermis de la antera dehiscente con
taninos. En Pachycereus militaris, solamente se obser-
varon tétradas tetraédricas, el endotecio esta forma-
do por un estrato y la epidermis de la antera no
presenta taninos.

La presencia de una triada lineal de megasporas
en Pachycereus militaris apova las observaciones hechas
para otras cactaceas, tales como Opuntia dilenii (Ker—
Gawler) Haworth, Astrophytum myriostigma Lemaire y
Cereus jamacaru en las que también se observaron tria-
das (Maheshwari y Chopra, 1955; Engleman, 1960;
Kapil v Prakash, 1969), sin embargo, algunos auto-

esmencionan ademas, la Erfjsencia de tétradas (Ka-
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Cuando el embrion globular aumenta de volumen.
comienza a haber citocinesis en el endospermo que se
encuenua a su alrededor, pero en la region calazal del
saco embrionario, continta siendo libre nuclear, con
citoplasima muy denso v niicleos hiperuwofiacdos. El en-
cdospermo en la region calazal aparentemente va digi-
riendo a la nucela conforme avanza el desarrollo de la
semilla, lo que sugiere una posible funcion haustorial.

En la etapa de corazén del embrion, el endospermo
estd formado por células con numerosas vacuolas v
paredes delgadas que cubren el espacio que anterior-
mente tenia la nucela. En el momento en que el
embrion llega aproximadamente a la mitad de su
desarrollo se completa la citocinesis del endospermo.

Conforme avanza el crecimiento del embrién, la
nucela y el endospermo van siendo consumidos pau-
latinamente, hasta que en la madurez de la semilla,
el endospermo consiste de un solo estrato que cubre
la radicula del embrion v se exuencle hasta rodear el
hipocotilo. Los restos de la nucela ocupan solamen-
te una pequena drea ubicada en la parte concava del
embrion, enwre los cotiledones v el hipocatilo, la cual,
por la presencia de almidén, es considerada como
perispermo.

Desarrollo de la cubierta seminal. Se depositan numero-
sos granulos de taninos en una gran vacuola en las
células de la exotesta v del endotegmen. Esta vacuo-
la, conforme madura la semilla, aumenta de tamano
v desplaza el nucleo hacia la periferia. llegando a
ocupar la totalidad del volumen celular.

En forma paralela al proceso anterior, las células
de la exotesta aumentan de tamano, adquieren for-
ma alargada vy engruesan sus paredes periclinales,
mientras que las células del endotegmen se aplanan,
quedando cada vez mds comprimidas. Las paredes
periclinales externas de la exotesta pueden llegar a
medir hasta 70 um v las paredes periclinales internas,
hasta 18 um, el resto del espacio celular estd ocupa-
do exclusivamente por taninos. En la semilla madu-
ra, las células de la exotesta constituyen la principal
capa mecdnica (figura 14).

Las observaciones realizadas con microscopia elec-
trénica de barrido muestran que el micrépilo se en-
cuentra dentro de la copa hilar (figura 13) v la
superficie de las semillas maduras es lisa (figura 16).
Las células de la exotesta presentan paredes pericli-
nales externas planas con limites celulares rectos y
forma hexagonal (figura 17).

Discusion

Aunque los resultados del presente trabajo concuer-
dan en lo general con la descripcion de la embriolo-

gia de owras especies de la familia (Maheshwart v
Chopra. 1955; Engleman, 1960; Kapil v Prakash, 1969:
Tiagi, 1970; Flores v Engleman, 1976; Flores 1976; Johri
et al. 1992), se observaron algunos procesos v carac-
teristicas que no habian sido reportadas anteriormente
o que habian sido insuficientemente documentacdas.
Algunas de estas caracteristicas podrian tener valor
taxonomico.

Davis (1966) v Johri ef al. (1992) mencionan a las
cacticeas como un ejemplo de las familias con desa-
rrollo de la pared de la antera de tipo monocotile-
déneo, pero no citan la fuente de informacién. ni
incluven este cardcter en la descripcion embriolégi-
ca de la familia. En la literatura donde se aborda el
desarrollo de la antera de esta familia (Kapil v Prakash.
1969; Tiagi, 1970), solo se describen los procesos de
microsporogénesis v microgametogeénesis, sin consi-
derar el desarrollo de la pared. En el caso de Pachy-
ceveus militaris, se encontro que la capa parietal
secundaria externa se convierte directamente en el
endotecio. v la capa parietal secundaria interna da
origen a la capa media v al tapete, por lo que se con-
sidera que el desarrollo de la pared es de tipo mo-
nocotiledéneo. Esto confirma la afirmacion que Davis
(1966) v Johri et al. (1992) hacen al respecto.

Davis (1966) sostiene que el desarrollo de tipo
monocotiledéneo ha sido observado tipicamente en
monocotiledéneas, sin embargo, no es exclusivo de
ese grupo. Este tipo de desarrollo de la pared de la
antera también puede encontrarse en otras familias
de dicotiledoneas tales como Amaranthaceae, Cheno-
podiaceae, Portulacaceae y Molluginaceae, todas
pertenecenientes al mismo orden que las cactdceas
(Carvophyllales). Lo anterior sugiere que el desarrollo
de la pared de la antera podria ser un caracter con
valor taxondmico a nivel suprafamiliar.

Kapil y Prakash (1969) encontraron que Cereus
Jjamacaru De Candolle, una cacticea sudamericana de
habito similar al de Pachycereus militarss, presenta té-
tradas de microsporas tetraédricas y decusadas, en-
dotecio con dos o tres estratos en la vecindad del
conectivo v epidermis de la antera dehiscente con
taninos. En Pachycereus militaris, solamente se obser-
varon téwradas tetraédricas, el endotecio estd forma-
do por un estrato y la epidermis de la antera no
presenta taninos.

La presencia de una wiada lineal de megasporas
en Pachycereus mulitars apova las observaciones hechas
para otras cactaceas, tales como Opuntia dilenii (Ker—
Gawler) Haworth, Astrophytum myriostigma Lemaire v
Cereus jamnacaru en las que también se observaron tria-
das (Maheshwari v Chopra, 1955; Engleman, 1960;
Kapil v Prakash, 1969), sin embargo, algunos auto-
res mencionan ademas, la presencia de tétradas (Ka-
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pil y Prakash, 1969; Tiagi, 1970). Segtin Davis (1966),
la presencia de una triada de megasporas en lugar
de una tétrada en esta familia, es debida probable-
mente a la supresién de la segunda division meiou-
ca en la celula micropilar de la diada resultante de
la primera division meidtica, aunque se requieren
estudios mas detallados para clarificar este punto.

Hasta el momento no existe acuerdo entre los
autores con respecto al tipo de 6vulo en cactdceas.
Davis (1966) senala que son circindétropos. Tiagi
(1970) sostiene que pueden ser campilétropos, cir-
cinotropos o hemicircinétropos, dependiendo del
género. Johri ¢t al. (1992) mencionan que los dvulos
en esta familia pueden ser andwropos, hemiandtropos,
campilétropos o circinétropos. En el caso de Pachy-
cereus mulitaris, consideramos que los 6vulos son de tipo
campiléwropo debido a la curvatura de la nucela vy el
término circinotropo lo reservamos para el funicu-
lo, puesto que éste rodea al 6vulio.

Tradicionalmente, las semillas de la familia Cacta-
ceae se han considerado como albuminosas y peris-
pérmicas (Davis, 1966; Tiagi, 1970; Johri et al. , 1992),
es decir, que en la semilla madura se encuentra en-
dospermo y perispermo como tejidos de reserva, sin
embargo, en las semillas maduras de Pachycereus mali-
tanis la presencia de ambos tejidos es minima. Esto
es debido a que el embrién durante su desarrollo,
consume casi la totalidad del endospermo y del pe-
rispermo. En la madurez, el embrién ocupa practi-
camente todo el volumen de la semilla, el perispermo
estd reducido a una pequena franja en la regién cén-
cava del embrién y el endospermo estd formado por
un solo estrato de células que rodea a la radicula v
al hipocétlo. Debido a lo anterior. las semillas ma-
duras de esta especie, deben considerarse como no
albuminosas y no perispérmicas.
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CAPITULO Il

Estudio embriolégico comparativo

de cinco especies de la tribu Pachycereeae

Resumen

Se describe el desarrollo de anteras, dvulos y semillas de Pachycereus fulviceps,
P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans. El tipo de
desarrollo de |a pared de |a antera es monocotileddneo en las cinco especies. La
epidermis de las anteras de M. geometrizans presenta taninos. Los dvulos de las
cinco especies son campilotropos y las semillas maduras son no albuminosas y no
perispermicas. Se presentan datos comparativos de la anatomia y micromorfologia
de dvulos y semillas. Se realizo el analisis de 22 caracteres por medio de métodos
cuantitativos. Los caracteres de utilidad taxonomica en las especies estudiadas

son aquellos que describen la anatomia y micromorfologia de dvulos y semillas.

48



Introduccion

La tribu Pachycereeae incluye a la mayoria de los grandes cactos columnares con
distribucion predominantemente mexicana (Bravo-Hollis, 1978; Barthlott y Hunt,
19883). Tomando en cuenta la morfologia de flores, frutos y semillas, Buxbaum
(1961) dividio a la tribu Pachycereeae en cinco subtribus (Cephalocereinae,
Myrtillocactinae, Pachycereinae, Pterocereinae y Stenocereinae). Posteriormente,
Gibson y Horak (1978) y Gibson et al. (1986), basandose en caracteres
morfolégicos, anatomicos y fitoquimicos, dividieron a la tribu en dos subtribus:
Stenocereinae y Pachycereinae. Cornejo y Simpson (1997) apoyan esta uitima
hipotesis, aunque no especifican los caracteres utilizados en su analisis. A partir
de datos anatdmicos y morfoldgicos, Terrazas y Loza-Cornejo (2002) realizaron el
analisis filogenético de Ia tribu Pachycereeae y encontraron que Stenocereus
forma un clado monofilético, al igual que el grupo formado por Escontria, Polaskia
y Myrtillocactus, pero no apoya la monofilia de Pachycereus sensu Barthlott y Hunt
(1993), ya que Pachycereus fulviceps (Lem.) D. R. Hunt parece estar mas

relacionado con Cephalocereus, Neobuxbaumia y Carnegiea.

La delimitacidon genérica dentro de Pachycereeae no ha sido claramente definida.
En particular, la circunscripcion del género Pachycereus ha sido controvertida. El
numero de especies en este género es muy variable en |as distintos tratamientos

taxonomicos, 11 para Britton y Rose (1920), 4 para Bravo-Hollis (1978), 6 para
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Gibson y Horak (1978) y 12 para Hunt (1999). La presencia de escamas, espinas,
cerdas o tricomas en flores y frutos fueron las caracteristicas propuestas por
Britton y Rose (1920) para identificar |las especies de Pachycereus, aunque estas
estructuras pueden estar presentes en otros generos de la misma tribu. Antes del
analisis cladistico de Arias (2002) no se conocia ninguna sinapomorfia que
delimitara a Pachycereus. Este autor, utilizando caracteres morfologicos y
moleculares, concluye que el genero esta formado solamente por Pachycereus
grandis Rose, P. pecten-aboriginum (Engelm.) Britton & Rose, P. pringlei (S.
Watson) Britton & Rose, P. tepamo S. Gama & S. Arias v P. weberi (J. M. Coult.)
Backeb. De acuerdo con los resultados obtenidos por Arias (2002), estas especies
forman un grupo monaofilético definido por la forma de |a flor de tipo G (pericarpelo
amplio, constriccion del tubo receptacular tenue y tubo receptacular ligeramente

abierto) y la presencia de un surco interareolar.

El valor en sistematica de |los caracteres embrioldgicos ha sido sostenido por
autores como Palser (1975), Herr (1984), Tobe (1989), Tsou, (1997), Rudall et al.
(1998) y Gonzalez et al. (2001), quienes han probado su utilidad en la resolucion
de problemas taxonomicos, proponiendo mas de cincuenta caracteres con valor

potencial en la circunscripcion de taxa con distintos niveles jerarquicos.

La caracterizacion embrioldgica de la familia Cactaceae todavia no na sido
claramente establecida, aun cuando existen antecedentes que describen el

desarrollo de las estructuras reproductoras en esta familia (Guignard, 1886;
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Archibald, 1939:; Banerji y Sen, 1954; Tiagi, 1954,1967, 1970; Maheshwari y
Chopra, 1955; Chopra, 1957; Johri et al., 1992). Mas aun, la mayoria de las
investigaciones son parciales, muchos grupos taxonomicamente representativos
de la subfamilia Cactoideae no han sido considerados, ademas, es frecuente
encontrar inconsistencias en las descripciones y la mayoria de los trabajos

carecen de documentacion fotografica.

Entre los antecedentes de estudios comparativos con caracteres embrioldgicos se
encuentran el realizado por Engleman (1960), quien describe el desarrollo de
ovulos y semillas en Astrophytum myriostigma Lem., Thelocactus bicolor (Galeotti
ex Pfeiff.) Britton & Rose y Toumeya papyracantha (Engelm.) Britton & Rose. Kapil
y Prakash (1969) realizaron el estudio embrioldgico de Cereus jamacaru DC. y
Ferocactus wislizeni (Engelm.) Britton & Rose. Flores (1976) y Flores y Engleman
(1976) analizan caracteres morfolégicos y anatémicos de ovulos y semillas
maduros de especies pertenecientes a las subfamilias Pereskioideae,
Opuntioideae y Cactoideae (tribus Echinocereeae, Hylocereeae, Rhipsalideae y
Pachycereeae). Taylor y Clark (1983) estudian la micromorfologia de las semillas
del género Ferocactus subg. Ferocactus, asi como Friedrich y Glaetzle (1983), la
micromorfologia del género Echinopsis. Hernandez-Garcia y Garcia-Villanueva
(1991) comparan la anatomia de ovulos y semillas de Mammillaria rhodantha Link
& Otto y M. compressa DC. Bregman (1992) analizo la morfologia externa e
interna de las semillas en algunos géneros de la subtribu Borzicactinae. Barthlott y

Hunt (2000) describen |la micromorfologia de las semillas de numerosas especies
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representativas de la subfamilia Cactoideae.

El proposito de la presente investigacion fue realizar un estudio embrioldgico
comparativo enfocado a |la busgueda de caracteres de utilidad taxonomica en la
tribu Pachycereeae y que siente los fundamentos estructurales de la biologia
reproductora en las especies Pachycereus fulviceps, P. gaumeri Britton & Rose, P.
militaris (Audot) D. R. Hunt, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans (Mart.)

Console.

En un trabajo reciente, Nunez-Mariel et al. (2001) describieron el desarrollo de la
antera, ovulo y semilla de P. militaris y discutieron la importancia de precisar
algunos términos que definen las estructuras reproductoras en cactaceas. Esta
especie esta catalogada como rara por la Norma Oficial Mexicana (NOM-058-

ECOL-1994) e incluida en el Apendice | de la CITES (Hunt, 1999).

De acuerdo con Gibson y Horak (1978) y Gibson et al. (1986), Pachycereus
fulviceps (Mitrocereus fulviceps), P. gaumeri (Pterocereus gaumeri) y P. militaris
(Backebergia militaris) son géneros monotipicos pertenecientes a la subtribu
Pachycereinae (sensu Gibson y Horak, 1978). Barthlott y Hunt (1883) y Hunt
(1999), al realizar el sistema de clasificacion mas reciente para el grupo, retoman
la propuesta taxonomica inicial de Britton y Rose (1920) e incluyen nuevamente

estas especies en Pachycereus (Cuadro 1). Posteriormente, Anderson (2001)
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Cuadro 1. Ubicacién de Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei en los distintos sistemas de clasificacién.

Britton y Rose
(1920)

Buxbaum
(1961, 1963)

Bravo-Hollis
(1978)

Gibson y Horak
(1978)

Barthlott y Hunt
(1993)

Anderson
(2001)

Pachycereus chrysomallus
(Lem.) Britton & Rose

Pachycereus gaumeri
Britton & Rose

Pachycereus pringlei (S.
Watson) Britton & Rose

Mitrocereus militaris (Audot)
Bravo

Pseudomitrocereus fulviceps
(F.A.C. Weber) Bravo & Buxb.

Pterocereus gaumeri (Brition
& Rose) MacDoug. & Miranda

Pachycereus pringlei

Backebergia militaris (Audot)
Bravo ex Sanchez-Mej.

Mitrocereus fulviceps (F.A.C.
Weber ex K. Shum.) Backeb.
ex Bravo

Pterocereus gaumeri

Pachycereus pringlei

Backebergia militaris

Mitrocereus fulviceps

Plerocereus gaumeri

Pachycereus pringlei

Pachycereus militaris
(Audot) D. R. Hunt

Pachycereus fulviceps
(Lem.) D. R. Hunt

Pachycereus gaumeri

Pachycereus pringlei

Pachycereus militaris

Pachycereus fulviceps

Pachycereus gaumeri

Pachycereus pringlei
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adopta la clasificacion de Barthlott y Hunt (1993) para este genero. Por su parte,
Arias (2002) sostiene que estas tres especies deben ser excluidas de
Pachycereus y las considera generos monotipicos. Pachycereus pringlei es la
especie tipo del género. Myrtillocactus geometrizans es una especie que
pertenece a la subtribu Stenocereinae (sensu Gibson y Horak, 1978) y es utilizada

como grupo de referencia.

Materiales y métodos

Recoleccion

Se recolectaron en el campo, botones florales, flores y frutos en distintas etapas
de desarrollo de Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlel
(individuos hermafroditas) y Myrtillocactus geometrizans (Cuadro 2). Los
ejemplares de herbario se encuentran depositados en el Herbario Nacional de

Mexico (MEXU).

Técnicas histologicas

El material bioldgico recolectado se fijo en FAA (formaldehido 5% - acido acético
5% - etanol 63% - agua), se deshidraté en una serie de etanoles graduales y se
proceso para ser incluido en Paraplast, JB-4 y LR White, mediante Ias tecnicas
convencionales para cada uno. Los bioques de Paraplast fueron cortados con
microtomo de rotacion a un grosor de 7 a 10 um vy los blogues de JB-4 y LR White
se cortaron con ultramicrotomo a un grosor de 1 a 2 um. Los cortes obtenidos del

54



GG

Cuadro 2. Localidades en donde se recolectaron botones florales, flores y frutos de
Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans

e e e e e e e e e e e e e e e e e e A s e .
e —

ALTITUD EJEMPLARES
ESPECIE LOCALIDAD TIPO DE VEGETACION (m.s.n.m) (MEXU)
P. gaumeri Mpio. Rio Lagartos, 9 km al O Duna coslera con matorral 0-5 Arias 1100
de Las Coloradas en el camino  espinoso
a Rio Lagartos, Yucatan
Mpio. Telchac, 8 km al N de Selva baja caducifolia 10 Guzman-Cruz 995
Telchac Puerto, Yucatan
Mpio. Terdn, La Chacona, NO Selva mediana subcaducifolia 680 Guzman-Cruz 1000
de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas
P. militaris Mpio. Apalzingan, 5 km al N de Selva baja caducifolia 640 Reyes 4534
Buenavista Tomatlan,
Michoacan
P. fulviceps Mpio. Zapotitlan, 3 km al Nde  Matorral bajo con crasicaules 1700 Arias 829
San Antonio Texcala, Puebla
P. pringlei Mpio. Hermosillo, Rancho San  Malorral bajo con crasicaules 225 Arias 1224
Gabriel (carr. a Puerio Libertad,
km 9 sobre la desviacion a El
Desemboque), Sonora
M. geometrizans Mpio. San Agustin Tlaxiaca, 9 Malorral bajo con crasicaules 2100 Nuaiiez-Mariel 1

km de la carr. de San Agustin
Tlaxiaca a Ajacuba, Hidalgo




material incluido en Paraplast se tineron con safranina-verde fijo y algunas
secciones fueron utilizadas para realizar pruebas histoguimicas (Lugol; vainiilina-
acido clorhidrico, modificado de Waterman y Mole, 1994: acido peryodico-reactivo

de Schiff-azul negro de naftol, modificado de Clark, 1981).

Los cortes provenientes del material incluido en JB-4 y LR White se tifieron con
azul de toluidina. Los cortes tefidos se observaron con microscopia optica y se

realizaron fotomicrografias.

Microscopia electronica de barrido
Algunas anteras de flores en preantesis y semillas de los frutos maduros
recolectados en el campo fueron depositados en bolsas de papel y secados a

temperatura ambiente.

El polen se coloco directamente en el portamuestras, se cubrid con oro y se
observo en vista ecuatorial y polar. Las semillas se lavaron con alcohol etilico al
S6% v ultrasonido antes de ser colocadas en una ionizadora Denton Vacuum
Desk-|l para cubrirse con oro. Debido a la variacion en la forma de las ceélulas de
la exotesta en las distintas regiones de la semilla, |a observacion de la cubierta
seminal se llevd a cabo con el mismo aumento y a la misma altura de la region
lateral de la semilla en todas las especies estudiadas (Fig. 1). Las observaciones y
las fotografias se realizaron con un microscopio electrénico de barrido Jeol JSM-

5310LV con una aceleracion de voltaje de 15 a 20 Kv.
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Caracteres

Se recolectaron flores en antesis y frutos maduros de cinco individuos distintos de
cada una de las especies estudiadas embrioldgicamente. Para la obtencion de los
caracteres anatomicos cuantitativos (Cuadro 3) se realizaron cortes longitudinales
medianos de ovulos y semillas maduros. Las imagenes de los cortes fueron
digitalizadas y posteriormente se realizaron las mediciones correspondientes
mediante el programa Zeiss Image version 3.0 para Windows (Media Cibernetics,
1997). Se utilizaron los caracteres propuestos por Flores y Engleman (1976) y
Flores (1976) para la descripcion anatoémica de ovulos y semillas. Los caracteres
que fueron empleados para describir la micromorfologia de las semiilas estan
basados en la terminologia utilizada por Barthlott y Hunt (2000), aunque se
realizaron algunas modificaciones en la definicion de |os estados de caracter con

el fin de detectar la variacion entre las especies estudiadas.

1) Se estimd la curvatura de la nucela en el dvulo midiendo el angulo formado por
el eje principal de la nucela y un eje perpendicular a la linea que une los puntos de
origen del tegumento interno dorsal y ventral (Fig. 2a).

2) Para Ia estimacion de la curvatura micropilar en el évulo, se midio el angulo
entre el eje principal de la nucela y el eje del canal micropilar (Fig. 2b).

3) La relacion entre el largo micropilar y el largo maximo del ovulo se calculd
dividendo la longitud del micropilo entre el mayor diametro del ovulo.

4) La distancia relativa del tegumento externo libre ventral en el dvulo se obtuvo

midiendo la longitud de éste y dividiéndola entre el largo maximo del ovulo.



5) El engrosamiento del tegumento externo se describio a partir de las
observaciones de las celulas con paredes periclinales externas gruesas, las cuales
pueden encontrarse a lo largo de toda la region dorsal del tegumento hasta llegar
al micropilo o solamente hasta una zona cercana a &l pero sin alcanzarlo.

6) La curvatura de la nucela en |la semilla se calculé de manera similar a |a
curvatura de la nucela en el ovulo (caracter 1).

7) La curvatura del embrion fue calculada midiendo el anguio entre el eje principal
del hipocadtilo y una linea paralela al eje principal de los cotiledones (Fig. 2c).

8) La razon entre el largo total del embrion y el largo cotiledonar se calcuio
dividiendo las longitud del embridn entre la longitud de los cotiledones.

9) La razon entre el largo total del embridn y el ancho del hipocatilo se obtuvo al
dividir la longitud del embridn entre |la longitud de una linea ortogonal dibujada a la
altura de las dos terceras partes del eje mayor del hipocatilo a partir de la radicula
(Fig. 2d).

10) Debido a que el tejido nucelar es consumido durante el desarrollo de la
semilla, para obtener el area nucelar en la semilla madura se calculd el area
circunscrita por la cuticula de la nucela y se utilizo como divisor para obtener la
razon entre el area del perispermo y el area nucelar.

11) Se midio el grosor de la pared periclinal externa de la exotesta y el grosor de la
pared anticlinal doble entre células adyacentes en esta misma capa. utilizando la
orimera medida como dividendo y la segunda como divisor para cuantificar la
relacion entre el grosor de ambas paredes.

12) La altura celular de la exotesta se considerd homogeénea cuando la longitud de

58



las paredes anticlinales entre celulas era similar y se considero heterogenea
cuando era variaple.

13) El largo de |a semilla se obtuvo midiendo su diametro mayor.

14) Se considero como el ancho de la semilla al diametro mayor perpendicular al
largo de la semilla.

15) El relieve de la pared periclinal externa de la exotesta puede ser plano,
ligeramente convexo cuando el domo es apenas notorio, convexo cuando el domo
es muy evidente y fuertemente convexo cuando el domo es muy alto.

16) La cuticula de la semilla puede ser lisa o presentar estrias.

17) La forma de las células de la exotesta se consideré poligonal cuando
presentaba distintas figuras geometricas (cuadrado, pentagono, etc.), se considero
hexagonal cuando todas las células observadas tuvieron esta forma, irregular
cuando no eran reconocibles poligonos regulares e irregular-alargada cuando no
era posible reconocer poligonos regulares y algunos lados eran
considerablemente mayares que otros.

18) Los puntos de separacion entre tres o mas células de la exotesta pueden no
presentar hoyos, en cuyo caso son indiferenciados, o bien, presentar hoyos
diminutos o profundaos.

19) Se considero que el microrelieve de las paredes periclinales externas de la
axotesta era no evidente en las semillas cuya cuticula estriada no permite
observar la microescultura de la superficie en estas paredes. En las semillas con
cuticula lisa fue posible observar que el microrelieve podia ser diminutamente

Verrugoso, verrugoso o rugoso.
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20) Se considerd que la orientacion de la region hilo-micropilar era basal cuando
su eje principal era perpendicular al eje principal de la semiila y como oblicua
cuando el angulo entre ambos ejes era menor.

21) El arreglo celular, el tamano de las células y el relieve de |las paredes
periclinales de |la exotesta que rodea a la regidn hilo-micropilar pueden ser
diferentes a los que se encuentran en el resto de la semilla. El borde de la region
hilo-micropilar se considerd no expandido cuando no habia una clara
diferenciacion de esta zona, ligeramente expandido cuando |la diferenciacion de
esta zona es gradual y expandido cuando la diferenciacion es abrupta.

22) La regidn hilo-micropilar puede presentar distintas profundidades, en orden de

mayor a menor, se consideraron como impresa, ligeramente impresa y superficial.

Analisis fenético

Ademas de las especies estudiadas embriologicamente en esta investigacion, se
incluyeron en el analisis fenetico a Pachycereus marginatus (DC.) Britton & Rose,
Stenocereus dumortieri (Scheidw.) Buxb., Polaskia chende (Roland-Gosselin)
Gibson & Horak y Escontria chiotilla (Weber ex Schumann) Rose, las cuales
también pertenecen a la tribu Pachycereeae (Barthlott y Hunt, 1993). Los datos de
los caracteres anatdmicos y micromorfoldgicos de estas uitimas especies se
obtuvieron de la literatura (Flores, 1976, Flores y Engleman, 1976; Barthlott y

Hunt, 2000).
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Figura 1. Diagrama de la semilla de una cactacea (Modificado de Barthlott y Voit, 1979).
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Cuadro 3. Caracteres anatomicos y micromorfologicos de ovulos y semillas

CARACTER

ESTADO DE CARACTER

R P N

w

W -~ m

10
11

12.

16.

17.

18.

19.

20.

22

. Curvatura de la nucela en ai ovuio

. Curvatura micropilar en el ovulo

. Relacion entre 2l largo micropilar y el largo maximo del ovulo
. Distancia relativa del tegumento externo libre ventrai

. Engrosamiento del tegumento externo

. Curvatura de la nucela en la semilla

. Curvatura dei embrion

. Razon entre el largo total ael emorion vy el largo cotiledonar

. Razon entre =l largo total del embrion y el ancho del hipocotilo

. Razon entre el area del perispermo y el area nucelar

. Razon entre el grosor de la pared periclinal externa de la
axotesta y el grosor de ias paredes anticlinales

Altura celular de la exotesta

. Largo de la semiila

. Ancno de la semiila

. Relieve de |a pared periclinal externa de la exotesta

Cuticuia de la semilla

Forma de la pared periclinal externa de la exotesta

Puntos de separacion entre tres o mas celulas de la exotesta

Microrelieve de las paredes periclinales externas de la
exotesta

Orientacion de la region hilo-micropilar

. Borae de la region hilo-micropilar

Profundidad de la region hilo-micropilar

(gragos)
{grados)
(razon)
(razén)

= angrosamiento incompleto en la
parte dorsal (no llega hasta 2l micropilo)
1 = eangrosamiento en |2 parte dorsal
(alcanza i micropiio)

(grados)
(grados)
{razon)
(razon)
(razon)
(razon)

o
]

homogenea
= no homogenea

—
|

(mm)

(mm)

0 = plano

1 = ligeramente convexo
2 = convexo

3 = fuertemente convexo
0=lisa

1 = estriada

0 = poligonal

1 = hexagonal

2 =irreguiar

3 =irreqgular-alargada

0 = indiferenciadas

1 = hoyos diminutos

2 = hoyos profundos

0 = no evidente

1 =liso

2 = diminutamente verrugoso
3 = verrugoso

4 = rugoso

0 = oblicua

1 = basal

0 = no expandido

1 = ligeramente expandido
2 = expandido

0 = superficial

1 = ligeramente impresa
2 = impresa
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Figura 2. Representacion esquematica de las medidas de caracteres embrioldgicos (Tomado
de Flores, 1978). 2a. Curvatura de la nucela (i, eje principal de ia nucela: ii, linea que une los
puntos de origen dorsal y ventral del tequmento interno; i, linea perpendicular a ii). 2b.
Curvatura micropilar (i, eje principal de la nucela: ii, gje del canal micropilar). 2c. Curvatura del
embridn (i, eje principal del hipocotilo; ii. eje principal de los cotiledones; iii, linea paralela al eje
principal de los cotiledones). 2d. Proporcidn entre el largo total del embrion y el ancho del
hipocdiilo (i, eje principal del embridn; ii. [inea ortogonal dibujada a las dos terceras partes de la
distancia de la radicula.
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Cuadro 4. Matriz basica de datos

CARACTERES

ESPECIES 1 2 3 4 § 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1. Escontria chiotilla 162 21 0.240 015 0 180 172 240 4.180 0.0260 1350 1 18 12 3 1 0 1 0 0 2 2
2. Myrtillocactus geometrizans 122 38 0.270 0.17 0 136 120 2.70 3.000 0.0010 766 1 46 %3 2 4 0 2 0 2 2 2
3. Pachycereus gaumeri 120 7 0.142 0.082 1 218 216 3.33 3.940 00235 1910 0 37 26 0 0 3 1 4 0 O O
4. Pachycereus fulviceps 136 26 0.146 0.125 1 167 182 2.34 3620 00212 2090 0 27 20 0 0 3 0 3 0 0 1
3. Pachycereus marginatus 135 44 0.200 017 1 153 158 2.54 3.450 0.0080 5001 3524 1 0 2 1 4 0 1 1
6. Pachycereus militaris 138 19 0.152 0.131 1 231 233 2.38 4.300 0.0084 8200 5237 0 0 1 0 2 0 0 O
7. Pachycereus pringlei 148 13 0.141 0112 1 171 194 198 4080 00089 1230 0 3224 0 0 3 0 1 0 0 O
8. Polaskia chende 148 36 0.210 0.16 0 167 160 240 3.620 0.0070 1250 0 16 12 2 1 0 2 0 2 2 2
Y. Stenocereus dumortieri 130 50 0.210 0.18 1 165 162 252 3.500 0.0080 5000 1811 2 1 0 1 0 1 2 2
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Se construyo una matriz basica de datos con 9 especies y 21 caracteres
anatémicos y micromorfolégicos de ovuios y semiilas maduros (Cuadro 4). La
matriz fue estandarizada por hileras, utilizando la media de |los caracteres como
opcidn de substraccion y la desviacion estandar de los caracteres como opcion de
division. Se calculd una matriz de distancias (distancia taxonomica promedio). E
analisis de conglomerados se obtuvo con el metodo de UPGMA (“Unweighted
Pair-Group Method Arithmetic Averages”). El analisis de componentes principales
se llevo a cabo a partir de una matriz de correlacion entre caracteres. Estos

analisis fueron realizados con el programa NTSYSpc version 2.0 (Rohlf, 1997).

Resultados

Desarrollo de la antera

El desarrollo de las anteras es muy similar en las cinco especies estudiadas
(Cuadro 5). En todas las especies, las anteras son bilobuladas y
tetrasporangiadas. El conectivo de la antera presenta drusas (Fig. 3). El desarrollo
de la pared de |a antera es de tipo monocotiledoneo (Fig. 4). La pared de la antera
en etapa de celulas madres de las microsporas esta formada por cuatro estratos:
epidermis, endotecio, capa media y tapete (Fig. 5). El tapete presenta dos o mas
nucieos y es de tipo secretor. La citocinesis en P. militaris es simultanea (Figs. 6 y
7), en las especies restantes no se observo esta etapa. En todas las especies,
cada una de las células madres de las microsporas se divide meidticamente y

forma una tétrada tetraedrica (Fig. 8). Cuando se degrada la calosa que rodea las
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microsporas, se separan granos de polen unicelulares (Fig. 9), los cuales se
dividen y forman una célula vegetativa y una celula generatriz (Fig. 10). En esta
etapa las celulas del tapete degeneran. Se observaron cuerpos de Ubisch en P.
gaumeriy P. pringlei. La célula generatriz se divide formando dos células
espermaticas (Fig. 11), de tal manera, que en el momento de la dehiscencia de Ia
antera, los granos de polen son tricelulares. En esta etapa la pared de la antera
esta constituida exclusivamente por el endotecio y la epidermis (Fig. 12). El
endotecio, constituido por un estrato, presenta engrosamientos celulosicos (Fig

13).

Myrtillocactus geometrizans presenta taninos en la epidermis de |la antera desde
las primeras etapas de desarrollo de los microsporangios, en las anteras maduras
los nucleos degeneran y los taninos ocupan todo el espacio celular (Fig. 14). En
Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei, 1a epidermis de la
antera esta constituida por un estrato de células aplanadas con nucleos

conspicuos y sin taninos.

El polen de Pachycereus fulviceps (Figs. 15-18), P. gaumeri (Figs. 19-22), P.
militaris (Figs. 23-26), P. pringlel (Figs. 27-30) y M. geometrizans (Figs. 31-34) es
esferoidal, tricolpado, espinulado y anulopunctitegilado. La membrana de las

aberturas es de granuiosa a verrugosa y espinulada.
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Cuadro 5. Resumen de las caracteristicas del desarrollo de las anteras y la micromorfologia de los granos de
polen que comparten Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geomefrizans

CARACTERES P. fulviceps | P. gaumeri | P. militaris | P. pringlei | Myrtillocactus
Numero de |6bulos dos
Numero de microsporangios cuatro

Tipo de desarrollo de la pared

monocotiledéneo

Pared de la antera en etapa de microsporocitos

formada por epidermis, endotecio, capa media y tapete

Pared de la antera en antesis

formada por epidermis y endotecio

Endotecio con engrosamientos
Capa media efimera
Tapete secretor
Numero de nucleos en el tapete dos 0 mas
Drusas en el conectivo si

Tipo de tétrada de microsporas tetraédrica
Numero de células en el grano de polen maduro tres

Forma de los granos de polen esferoidal
Aberturas de los granos de polen tres colpos

Membrana de las aberturas del polen

granulosa a verrugosa y espinulada

Exina

espinulada y anulopunctitegilada




Figuras 3-8. Cortes transversales de antera. 3. Antera inmadura de P. gaumeri con drusas en el
conectivo (flecha), escala = 50 um. 4. Microsporangio de P. pringlei en donde se observa la
divisién de la capa parietal secundaria interna (flecha); escala = 50 um. 5. Pared de antera
inmadura de P. fulviceps con epidermis (EP), endotecio (EN), capa media (CM) y tapete
binucleado (TA); escala = 10 um. 6. Microsporangio de P. militaris con células madres de las
microsporas en meiosis (CMI) y tapete vacuolado (TA); escala = 25 um. 7. Tétrada de
microsporas de P. militaris originada por citocinesis simultanea y rodeada por calosa (CA);
escala = 10 um. 8. Tétrada tetraédrica de microsporas de P. fulviceps rodeada por calosa (CA);
escala =10 pm.
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Figuras 9-14. Cortes transversales de antera. 9. Microsporangio de P. gaumeri con granos de
polen unicelulares; escala = 25 pm. 10. Grano de polen de P. fulviceps mostrando el nicleo de
la célula vegetativa (NV) y la célula generatriz (CG) ; escala = 10 um. 11. Grano de polen de
P. militaris con células espermaticas (CE) ; escala = 10 um. 12. Antera de P. pringlei con
granos de polen maduros; escala = 100 um. 13. Pared de la antera en antesis de P. fulviceps
formada por endotecio con engrosamientos (EN) y epidermis (EP); escala = 10 um. 14. Antera
madura de M. geometrizans con taninos en la epidermis (flecha); escala = 30 um.
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Figuras 15-18. Micromorfologia del polen de P. fulviceps (MEB). 15. Vista ecuatorial; escala
= 10 um. 16. Vista polar; escala = 10 um. 17. Detalle de la ornamentacién de la exina;
escala = 5 um. 18. Detalle de la abertura ; escala = 1 um. Figuras 19-22. Micromorfologia
del polen de P. gaumeri (MEB). 19. Vista ecuatorial; escala = 10 um. 20. Vista polar; escala
= 10 um. 21. Detalle de la omamentacién de la exina; escala = 5 um 22. Detalle de la
abertura ; escala = 1 ym.
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Figuras 23-26. Micromorfologia del polen de P. militaris (MEB). 23. Vista ecuatorial; escala = 10
um. 24. Vista polar; escala = 10 um. 25. Detalle de la ornamentacién de la exina; escala = 5 um.
26. Detalle de la abertura; escala = 1 um. Figuras 27-30. Micromorfologia del polen de
P. pringlei. 27. Vista ecuatorial; escala = 10 um. 28. Vista polar; escala = 10 um. 29. Detalle de la
ornamentacién de la exina; escala = 5 um. 30. Detalle de la abertura; escala =1 um.
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Figuras 31-34. Micromorfologia del polen de M. geometrizans (MEB). 31. Vista ecuatorial;
escala = 10 ym. 32. Vista polar; escala = 10 um. 33. Detalle de la ornamentacion de la
exina; escala = 5 um. 34. Detalle de la abertura; escala =1 um.
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Desarrollo del évulo

El desarrollo del ovulo también es muy similar en las cinco especies estudiadas
(Cuadro 86). En todas ellas, el ovario es unilocular y la placentacion es parietal. Los
primordios de dvulo (Fig. 35) emergen de la parte media de cada carpelo. El
arquesporio solo fue observado en P. fulviceps, P. militaris y P. pringlei, estando
formado por una celula hipodermica (Fig. 36). Esta célula se divide periclinalmente
y da lugar a una célula espordgena en la parte mas interna y una célula parietal
adyacente a la protodermis (Fig. 37). En las cinco especies, la celula parietal se
divide anticlinalmente varias veces y forma un estrato celular que separa a la
celula madre de las megasporas de la epidermis, por lo que los dvulos son

crasinucelados.

Los ovulos presentan tegumento externo y tegumento interno. Ambos tegumentos
se originan a partir de la epidermis nucelar (Fig. 37). Los ovulos comienzan a
curvarse desde que empieza a diferenciarse el tegumento interno. Existe un
crecimiento diferencial entre los dos tegumentos. El tegumento interno comienza a
formarse antes que el tegumento externo. El tegumento interno inicia su desarrollo
en forma anular alrededor de la nucela, a diferencia del tegumento externo, el cual
se desarrolla inicialmente sdlo en la parte dorsal, la parte ventral comienza a
formarse posteriormente (Figs. 38 y 39). Conforme avanza el desarrollo de la
célula madre de las megasporas, los tegumentos van cubriendo gradualmente la

nucela. Ademas de la curvatura del ovulo propiciada por el desarrollo de los
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v.

Cuadro 6. Resuinen de las caracteristicas del évulo que comparten
Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans

CARACTERES

P. fulviceps

__P. gaumeri

P. militaris

P. pringlei

Myrtillocactus

Tipo de ovulo con respecto al origen de la
nucela

crasinucelado

Haz vascular

Capuchon nucelar (células epldermlcas de la
nucela alargadas)

hasta Ia calaza )

presente

Tncomas en el funlc.ulo

region ventral

Numero de tegumentos dos

Estratos de los tegumentos dos -
Tipodeodwio campilotropo
‘Micrépilo i . ~_ formado por el tegumento interno
Antipodas N _efimeras
Ovocélula - s
Célula central con nucleos p_c_)iares NN o - si -
Sinérgidas T B
Granos de almidon en el saco embrionario | o o st
Espacio aéreo entre 1egumen!os o i o _si S )
_Protuberanc:a funicular si




tegumentos, el funiculo presenta un mayor crecimiento en la parte dorsal que en la
ventral, por lo que también se curva, y en consecuencia, el micropilo queda en

contacto con el funiculo (Fig. 40).

La celula madre de las megasporas se alarga y aumenta considerablemente de
tamano antes de entrar en meiosis (Fig. 41). Como resultado de la primera division
meiotica, en P. gaumeri se observo una diada (Fig. 42). En esta misma especie se
encontré que algunas veces, solo una de las células de la diada se divide
nuevamente, por lo que se forma una triada (Fig. 43), aunque también puede
suceder que se dividan ambas celulas de la diada (Fig. 44), lo que da lugar a una
tétrada de megasporas (Fig. 45). En Pachycereus militaris sdlo se observo una
triada. Tanto en las triadas como en las tetradas, la megaspora funcional es la

calazal y las células restantes degeneran.

En Myrtillocactus geometrizans se observo un saco embrionario con dos nucleos
derivados de la primera division mitética del nucleo de la megaspora funcional,
uno de estos nucleos se desplaza hacia |la zona calazal y el otro hacia la zona
micropilar (Fig. 46). Ambos se dividen nuevamente, para dar lugar a un saco

embrionario con dos nucleos en posicion calazal y dos en posicion micropilar.

Se observaron antipodas en P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei (Fig. 47) y M.
geometrizans. Las antipodas son efimeras. En las cinco especies estudiadas, el

saco embrionario de las flores en preantesis esta formado por a) dos celulas
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sinérgidas con citoplasma denso, una vacuola calazal y aparato filiforme (Fig. 48),
D) una célula central con dos nucleos polares rodeados por granos de almidon y c)
una ovocelula (Fig. 49). Antes de que se lleve a cabo la fecundacion, los nucleos

polares se fusionan (Fig. 50) y las sinérgidas comienzan a degenerar.

El ovulo maduro en Ias cinco especies, s campilétropo y bitégmico. El funiculo
circunda al ovulo parcialmente (Fig. 51). Se encuentran numerosos tricomas en la
region ventral del funiculo (Fig. 52). Tanto el tegumento interno como el externo
son biestratificados, aunque es mayor el numero de estratos en la region
micropilar. El tegumento interno forma el micrépilo y esta en contacto con la parte
ventral del funiculo (Fig. 53). Algunas células de la nucela en la regidon micropilar
son mas largas que las restantes y forman un canal que permite el paso del tubo
polinico para alcanzar el saco embrionario. La parte ventral del tegumento externo
esta fusionada con el funiculo (rafe). Las cinco especies presentan protuberancia
funicular y un espacio aéreo intertegumentario cerca de la calaza (Fig. 54). En
Myrtillocactus geometrizans se depositan taninos en la epidermis externa del
tegumento externo dorsal y en el funiculo (Fig. 55) desde las primeras etapas de la
megagametogenesis, a diferencia de las especies de Pachycereus estudiadas, las
cuales presentan taninos, pero hasta despues de la fecundacion y solamente en la

epidermis del tegumento externo, no en el funiculo.

Fecundacion y desarrollo de la semilla

La fecundacion es porogama (Fig. 56). Se observo en P. fulviceps un tubo palinico
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descargando su contenido en una de las celulas sinérgidas (Fig. 57) y en P.
gaumeri, la fusién de uno de los nucleos espermaticos con los nucleos polares
(Fig. 58) para dar lugar al nucleo primario del endospermo. E! cigoto es ovoide
(Fig. 59) y la primera division da origen a un proembrion con la célula apical mas
pequefa que la basal (Fig. 80). La célula basal presenta una vacuola muy grande
que desplaza el nucleo hacia uno de los costados . Algunas divisiones en los
proembriones son oblicuas (Figs. 61 y 62). En todas las especies estudiadas se
encontraron embriones columnares (Fig. 63). Las céluias apicales del embridn
columnar se dividen en diferentes direcciones y forman el embrion globular (Fig.
64); las células basales, grandes y vacuoladas, dan origen al suspensor. A partir
del embridn globular se forman los primordios de los cotiledones que le dan al
embrion forma de corazon (Fig. 65). El embrién maduro es curvo, ocupa casi todo
el espacio de la semilla y posee reservas, fundamentalmente de proteinas y

lipidos (Fig. 66).

El nucleo primario del endospermo se divide y forma dos nucleos; uno de ellos se
desplaza hacia la region calazal y el otro permanece en la region micropilar del
saco embrionario. Estos nudcleos contindan dividiéndose hasta formar una cadena
que rodea a la gran vacuola central del saco embrionario. El tipo de desarrollo del
endospermo es nuclear. La condicion libre nuclear se mantiene hasta la formacion
del embrion columnar. En las primeras etapas del embrion globular comienza la
citocinesis del endospermo alrededor del embrion y el estado libre nuclear se

mantiene en la regidn calazal durante la mayor parte del desarrollo de la semilla.

77



El endospermo en esta zona se caracteriza por |a presencia de nucleos
hipertrofiados y un citoplasma muy denso con pequenas proyecciones hacia la
nucela (Fig. 87). El proceso de citocinesis del endospermo, incluyendo la zona

calazal, culmina cuando los cotiledones comienzan a curvarse.

Algunas de las células de la calaza con paredes secundarias forman una
hipostasa (Fig. 68). La nucela es digerida por el saco embrionario y el
endospermo. Se observaron células de la nucela desintegrandose, en la zona en
contacto con las proyecciones citoplasmicas del endospermo en la region calazal.
Este nhecho permite inferir que el endospermo puede actuar como haustorio. Al
crecer el embrion, va ocupando el espacio que inicialmente tenia la nucela y
adquiere su forma curva. En la semilla madura, la nucela. considerada como
perispermo por la presencia de almidén, queda reducida a un area muy pequena
cercana a la calaza y el endospermo es tan solo un estrato que rodea el hipocotilo

y la radicula.

En las semiilas de Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei se
depositan taninos en |la exotesta y en el endotegmen después de la fecundacion
(Fig. 89), en cambio, en M. geometrizans es posible observar taninos en estas dos
capas antes de que se lleve a cabo la fecundacion. La cubierta de la semilla
madura en todas |las especies estudiadas esta formada. principalmente, por
exotesta y endotegmen. La exotesta es la capa mecanica de |la cubierta seminal;

oresenta paredes periclinales gruesas y el contenido celular esta formado
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exclusivamente por taninos. Las paredes anticlinales de la exotesta en una misma
célula tienen la misma altura en P. fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlel
(Fig. 70), a diferencia de M. geometrizans, en donde su altura puede ser variable,
asi como, el grosor de la pared periclinal externa (Fig. 71). La endotesta y el
exotegmen se constrinen durante la maduracion de la semilla. Las células del
endotegmen adquieren forma plana y no engruesan sus paredes tanto como la
exotesta. Myrtillocactus geometrizans presenta una profunda copa hilar delimitada

por las células del tegumento externo y la rafe (Fig. 72).

Micromorfologia de las semillas

Pachycereus fulviceps.

Semiila ovoide con simetria bilateral, negra, de 2.7 x 2.0 mm, presenta cresta
dorsal y cuticula lisa (Fig. 73). Células de la exotesta de forma irregular-alargada
(Fig. 74), paredes periclinales externas planas, microrelieve rugoso (Fig. 75),
algunos limites celulares rectos y otros curvos, acanalados, sin hoyos en los
ountos de separacion entre células. Region hilo-micropilar ovada pero angosta en
gl extremo mas cercano al hilo, superticial (Fig. 76), con posicion oblicua y borde

no expandido. El micropilo se encuentra dentro de la copa hilar.

Pachycereus gaumeri
Semilla ampliamente ovoide con simetria bilateral, negra, de 3.7 x 2.6 mm,
presenta cresta dorsal y cuticula lisa (Fig. 77). Células de la exotesta de forma

irregular-alargada, paredes periclinales externas planas (Fig. 78), microrelieve



ligeramente verrugoso (Fig. 79), algunos limites celulares rectos y otros curvos,
acanalados, con hoyos diminutos en los puntos de separacion entre celulas.
Regién hilo-micropilar estrechamente ovada (Fig. 80), ligeramente impresa, con
posicion oblicua y borde no expandido. El micropilo se encuentra dentro de |la copa

hilar.

Pachycereus militaris

Semilla ampliamente ovoide con simetria bilateral, negra, de 5.2 x 3.7 mm,
presenta cresta dorsal y cuticula lisa (Fig. 81). Céluias de la exotesta de forma
nexagonal (Fig. 82), paredes periclinales externas planas, microrelieve
diminutamente rugoso (Fig. 83), limites celulares rectos, elevados, sin hoyos en
los puntos de separacion entre células. Region hilo-micropilar ovada (Fig. 84),
superficial, con posicion oblicua y borde no expandido. El micropilo se encuentra

dentro de la copa hilar.

Pachycereus pringlei

Semilla ovoide con simetria bilateral, negra, de 3.2 x 2.4 mm, presenta cresta
dorsal y cuticula lisa (Fig. 85). Células de |la exotesta con paredes periclinales
externas planas, forma irregular-alargada (Fig. 86), microrelieve liso (Fig. 87),
algunos limites celulares rectos y otros curvos, acanalados, sin hoyos en los
puntos de separacion entre celulas. Region hilo-micropilar ovada (Fig. 88),
superficial, con posicion oblicua y borde no expandido. El micropilo se encuentra

dentro de la copa hilar.
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Myrtillocactus geometrizans

Semilla ovoide con simetria bilateral (Fig. 89), negra. de 1.6 x 1.3 mm. presenta
cresta dorsal, escultura multicelular ruminada (sensu Barthlott y Hunt, 2000) y
cuticula estriada (Fig. 30). Células de |a exotesta con paredes periclinales
externas convexas, forma poligonal, limites celulares rectos, con estrias
perpendiculares (Fig. 91) y hoyos profundos en los puntos de separacion entre
células. Region hilo-micropilar con forma eliptica (Fig. 92), impresa, posicién basal

y borde expandido. El micrépilo se encuentra dentro de la copa hilar.

Anélisis de conglomerados

El fenograma (Fig. 93), basado exclusivamente en caracteres cuantitativos y
cualitativos de ovulos y semillas, se divide en dos grupos principales, uno formado
por P. fulviceps, P. gaumeri, P. marginatus, P. militaris y P. pringlei, y €l otro por

Stenocereus dumortieri, Polaskia chende, Escontria chiotilla y M. geometrizans.

En el primer grupo se define un nucleo integrado solamente por P. fulviceps y P.
pringlel. Este conglomerado se encuentra unido a 2. militaris y éste a suveza P,
gaumeri. Pachycereus marginatus es |a especie que muestra mayores diferencias
con P. pringlel, tanto por la anatomia como por la morfologia de sus ovulos y
semillas. Las especies de este primer grupo pertenecen a la subtribu
Pachycereinae sensu Gibson y Horak, 1978. En el segundo grupo, las especies
que presentan mayor parecido entre ovulos y semillas son S. dumortieriy P.

chende. Myrtillocactus geometrizans se une a éstas con una distancia menor
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Figuras 35-41. Cortes longitudinales y micromorfologia de 6vulos inmaduros. 35. Primordios de 6vulo de
P. pringlei;, escala = 50 um. 36. Primordio de évulo con célula arquesporial (CA) de P. pringlei, escala =
10 um. 37. Ovulo con célula parietal (CP), célula esporégena (CE) y primordio del tegumento interno (PT)
de P. pringlei; escala = 10 um. 38. Micromorfologia de 6vulo inmaduro de P. pringlei (MEB) con nucela
(NU), tegumento externo (TE), tegumento interno (Tl) y funiculo (FU); escala = 500 um. 39. Ovulo
inmaduro de P. gaumeri con célula madre de las megasporas (CME) , tegumento interno (Tl), tegumento
externo (TE) y funiculo (FU); escala = 25 um. 40. Ovulo en etapa de célula madre de las megasporas
mostrando tegumento externo (TE), tegumento interno (Tl), espacio aéreo intertegumentario (EA) y
funiculo (FU) en P. gaumeri, escala = 100 um. 41. Acercamiento de la figura anterior mostrando la célula
madre de las megasporas (CME), tegumento interno (T1) y tegumento externo (TE) de P. gaumeri; escala
=25 um.
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Figuras 42-50. Cortes longitudinales de 6vulo orientados con la regiéon micropilar hacia la parte inferior.
42. Celulas derivadas de la primera division meittica de la célula madre de las megasporas en
P. gaumeri; escala = 10 um. 43. Triada de megasporas en P. gaumeri con megaspora funcional calazal
(MF) y células degenerando (MD); escala = 10 um. 44. Formacioén de una tétrada de megasporas por la
division de la célula micropilar (flecha) de la diada en P. gaumeri, escala = 10 um. 45. Tétrada de
megasporas con megaspora funcional calazal (MF) y megasporas degenerando (MD) en P. gaumeri,
escala = 10 um. 46. Megagametofito binucleado de M. geometrizans; escala = 25 um. 47. Saco
embrionario con células antipodas (flecha) de P. pringlei; escala = 25 ym. 48. Saco embrionario de M.
geometrizans mostrando sinérgidas (Sl); escala = 25 um. 49. Saco embrionario de P. pringlei con
ovocélula (OV) y sinérgidas en degeneracion (Sl); escala = 25 uym. 50. Saco embrionario de P. pringlei
con nucleos polares fusionados (NP) y sinérgidas en degeneracion (Sl); escala = 25 um.
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Figuras 51-57. 51. Corte longitudinal de 6vulo de P. gaumeri con funiculo (FU), micrépilo (MI) y calaza
(CA); escala = 100 um. 52. Micromorfologia de évulo maduro de P. pringlei (MEB) mostrando tegumento
externo (TE), tegumento interno (Tl) y funiculo con tricomas (flecha); escala = 100 um. 53. Detalle de
6vulo maduro de P. pringlei (MEB) con tegumento externo (TE), tegumento interno (Tl) y funiculo (FU);
escala = 50 um. 54. Corte longitudinal de 6vulo maduro de P. gaumeri; nucela (NU), micrépilo (MI), calaza
(CA), espacio aéreo intertegumentario (EA), protuberancia funicular (PF), funiculo (FU); escala = 100 um.
55. Corte longitudinal de 6vulo maduro de M. geometrizans; nucela (NU), micropilo (MI), tegumento
externo dorsal (TED), tequmento externo ventral (TEV), calaza (CA), protuberancia funicular (PF), funiculo
(FU); escala = 100 um. §6. Detalle de 6évulo maduro de P. gaumeri mostrando la entrada del tubo polinico
(flecha); tegumento externo (TE), tegumento interno (TI), nucela (NU); escala = 25 ym. 57. Detalle de
ovulo en antesis de P. fulviceps en donde se observa un tubo polinico (flecha) y una célula sinérgida (Sl);
micrépilo (Ml), nucela (NU); escala = 25 um.
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Figuras 58-66. Cortes longitudinales de semilla orientados con la regién micropilar hacia la parte inferior.
58. Fusion de uno de los nucleos espermaticos con los nucleos polares en P. gaumeri; nucleo
espermatico (NE), nicleos polares (NP), vacuola de una sinérgida (VS); escala = 10 um. 59. Cigoto (Cl)
y sinérgida degenerando (Sl) en P. gaumeri, escala = 25 um. 60. Primera division del cigoto en P.
fulviceps; célula apical (CA); célula basal con vacuola (CB); escala = 25 um. 61. Proembrién con division
oblicua (flecha) y nucleos del endospermo (ND) de P. gaumeri, escala = 25 um. 62. Proembrion
tetracelular, sinérgida degenerando (Sl) y restos de tubo polinico (flecha) en P. fulviceps; escala = 25 pm.
63. Embrién columnar de P. gaumeri;, escala = 25 um. 64. Embrion globular (flecha) y endospermo
formando paredes celulares (ED) en P. gaumeri, escala = 50 um. 65. Embrion en etapa de corazdn con
suspensor (flecha) y endospermo celular (ED) en M. geometrizans; escala = 25 uym. 66. Embriéon maduro
de P. gaumeri; cotiled6n (CO), hipocétilo (HI), perispermo (flecha); escala = 500 pm. 85



Figuras 67-72. Cortes longitudinales de semilla orientados con la regién micropilar hacia la parte inferior.
67. Endospermo formado por nucleos hipertrofiados rodeados de citoplasma en la regién calazal de la
semilla en P. pringlei; endospermo (ED), nucela (NU); escala = 25 um. 68. Hipostasa (flecha) y haz
vascular (HV) en P. pringlei; escala = 25 pm. 69. Cubierta seminal de P. pringlei; endotegmen (EG),
nucleo de una de las células de la exotesta (NE), vacuola con taninos (VT); escala = 25 um. 70. Exotesta
de P. militaris; paredes anticlinales (PA), pared periclinal externa (PE), pared periclinal interna (Pl);
escala = 25 ym. 71. Cubierta seminal de M. geometrizans; endotegmen con taninos (EG), pared
periclinal externa de una de las células de la exotesta (PE), vacuola con taninos de una de las células de
la exotesta (VT); escala = 25 um. 72. Semilla casi madura de M. geometrizans; cotiledén (CO),
endospermo (ED), hipocétilo (HI), hilo (HL), procambium (PC), paredes periclinales externas de la
exotesta (PE), perispermo (PM) ; escala = 100 pm.
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Figuras 73-76. Micromorfologia de la semilla de P. fulviceps (MEB). 73. Semilla vista
lateralmente; escala = 500 um. 74 . Detalle de la cubierta seminal; escala = 50 um.
75. Células de la exotesta; escala = 10 um. 76. Regién hilo micropilar; escala = 100 um.
Figuras 77-80. Micromorfologia de la semilla de P. gaumeri (MEB). 77. Semilla vista
lateralmente; escala = 1 mm. 78. Detalle de la cubierta seminal; escala = 50 pm.
79. Células de la exotesta; escala = 10 um. 80. Region hilo micropilar; escala = 100 pm.
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Figuras 81-84. Micromorfologia de la semilla de P. militaris (MEB). 81. Semilla vista
lateralmente; escala = 1 mm. 82. Detalle de la cubierta seminal, escala = 50 um.
83. Células de la exotesta; escala = 10 um. 84. Region hilo micropilar; escala = 500 um.
Figuras 85-88. Micromorfologia de la semilla de P. pringlei (MEB). 85. Semilla vista
lateralmente; escala = 1 mm. 86. Detalle de la cubierta seminal, escala = 50 um.
87. Células de la exotesta; escala = 10 um. 88. Regién hilo micropilar; escala = 100 um.
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Figuras 89-92. Micromorfologia de la semilla de M. geometrizans (MEB). 89. Semilla
vista lateraimente; escala = 100 um. 90. Detalle de la cubierta seminal; escala = 50 pm.
91. Células de la exotesta; escala = 10 um. 92. Region hilo micropilar; escala = 500 pm.
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que E. chiotilla. Las especies de este segundo grupo son consideradas por Gibson

y Horak (1978) parte de |a subtribu Stenocereinae.

Analisis de componentes principales

Con la técnica de analisis de componentes principales (PCA) se obtuvo una
proyeccion de las especies en un espacio bidimensional de caracteres (Fig. 94).
Los dos conglomerados principales formados en el analisis de UPGMA

concuerdan con los grupos que resultan del analisis de componentes principales.

El primer componente principal discrimina entre el grupo formado por Pachycereus
fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei y el grupo constituido por £. chiotilla,
M. geometrizans, P. chende y S. dumortieri. Pachycereus marginatus queda
ubicado en una posicion intermedia entre ambos grupos. Los caracteres (Cuadro
7) que discriminan los grupos para el primer componente principal son el borde de
la regidn hilo-micropilar, la profundidad de la region hilo-micropilar, la relacion
antre el largo micropilar y el largo maximo del ovuio, el tipo de cuticula de la
exotesta, la curvatura del embrion, los puntos de separacion entre celulas de la
exotesta, el relieve de la pared periclinal externa de la exotesta, |la distancia
relativa del tegumento externo libre ventral, el ancho de la semiila, el largo de la

semilla y la forma de |la pared periclinal externa de la exotesta.

El segundo componente principal dispersa las especies del grupo formado por

E. chiotilla de M. geometrizans, P. chende y S. dumortieri, mientras que compacta
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el grupo de Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei,
fundamentaimente por las diferencias o semejanzas en la curvatura de la nucela
en el ovulo (Cuadro 7). Este componente principal también contribuye a la

separacion de P. marginatus del resto de |las especies de Pachycereus.

Escontria chiotilla

Myrtillocactus geometrizans

Polaskia chende

Stenocereus dumortieri

Pachycereus gaumeri

Pachycereus fulviceps

Pachycereus pringlei

Pachycereus militaris

Pachycereus marginatus

f e T T T e 1
1.30 1.48 1.18 0.82 0.50

Distancia taxonomica promedio

Figura 93. Agrupamiento de nueve especies de Pachycereeae por medio de un
analisis de conglomerados por el método de UPGMA llevado a cabo a partir de
una matriz de distancia taxonomica promedio (r = 0.785).
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Figura 94. Proyeccion de nueve especies de la tribu Pachycereeae en el

espacio de los dos primeros componentes principales.

92



Cuadro 7. Variacion explicada por el andlisis de componentes principales
y caracteres con mayor peso para los tres primeros componentes principales

COMPONENTE CARACTERES CON MAYOR PESO VARIACION VARIACICON
SRINCIPAL EXPLICADA ACUMULADA
PC1 Borde de |a regién hilo-micropilar (0.9604) 57.84 57.84

Profundidad de |a region hilo-micropilar (0.9535)

Relacidn entre el largo micropilar y el largo maximo del dvulo (0.9333)
El tipo de cuticula de la exotesta (0.9054)

Curvatura del embridn (-0.2018)

Puntos de separacion entre tres o mas células de la exotesta (0.8992)
Relieve de la pared periclinal externa de |a exotesta (0.8913)
Distancia relativa del tequmento externo libre ventral (0.8562)

Ancho de la semilla (-0.8539)

Largo de la semilla (-0.8517)

Forma de la pared periclinal externa de la exotesta (-0.8202)

PC2  Curvatura de la nucela en el évulo (0.7879) 13.17 71.01

Discusion

El presente estudio muestra que son muy similares los procesos de desarrollo de
ovulos, anteras y semillas en Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P.
pringlel y Myrtillocactus geometrizans. Entre |as principales caracteristicas que
astas especies comparten entre si, asi como con otras cactaceas con respecto al
desarrollo de anteras se encuentran la pared de la antera formada por cuatro
capas en etapa de células madres de las microsporas (epidermis. endotecio, capa
media y tapete), el desarrollo de la pared de |a antera de tipo monocotileddneo, el
tapete de tipo secretor, |a citocinesis simultdnea para dar origen a tetradas
tetraédricas, el endotecio con engrosamientos y los granos de polen maduros

tricelulares (Neumann, 1935; Tiagi, 1954, 1967, 1970; Kapil y Prakash, 1968;
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Flores, 2002; Jiménez, 2002; Orozco, 2002; Strittmatter et al., 2002).

Las caracteristicas que comparten estas especies con otras cactaceas en relacion
con el desarrollo de 6vulos y semillas son los ovulos de tipo campilétropo,
crasinucelados y bitégmicos, el micropilo formado por el tegumento interno, el
espacio aéreo intertegumentario, las antipodas efimeras, el saco embrionario
maduro formado por ovocélula, dos sinérgidas y una célula central binucleada, el
endospermo de tipo nuclear y la presencia de taninos en |la exotesta y el
endotegmen de las semillas (Neumann, 1935; Banerji y Sen, 1954; Maheshwari y
Chopra, 1955; Chopra, 1957; Engleman, 1960; Tiagi, 1967; Kapil y Prakash 1969,
Hernandez-Garcia y Garcia-Villanueva, 1991: Flores, 2002; Jiménez, 2002;

Orozco, 2002; Strittmatter et al., 2002).

Puesto que se encuentran representadas especies de las subfamilias
Pereskioideae, Opuntioideae y Cactoideae entre las cactaceas que presentan
caracteristicas embriolégicas semejantes, se puede inferir que estos caracteres no
solamente son consistentes entre las especies estudiadas en este trabajo, sino

también en la familia.

Se han observado tanto triadas como tétradas de megasporas en cactaceas

(Neumann, 1935: Maheshwari y Chopra, 1955; Engleman, 1960; Davis, 1966,
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Tiagi, 1967, 1970; Kapil y Prakash, 1969; Johri et al., 1992; Flores, 2002; Jimenez,
2002). Todos los autores coinciden en que el origen del saco embrionario en la
familia Cactaceae es monosporico y que la megaspora que |le da origen s la
calazal, con excepcion de Archibald (1939), quien sostiene que ¢l origen del saco
embprionario en Opuntia aurantiaca es bisporico y que se forma a partir de la célula
micropilar de la diada. Posteriormente, Chopra (1957) describe detalladamente el
desarrollo del saco embrionario en esta misma especie y concluye que es de
origen monosporico, a partir de la megaspora calazal, como en el resto de las
cactaceas, de tal manera que la interpretacion de Archibald (1833) es erronea,
pues confunde con megasporas algunas células de la nucela dispuestas

lineaimente en posicion calazal con respecto a la célula madre de las megasporas.

En Pachycereus militaris se observo una triada con la megaspora funcional en
posicion calazal y las otras dos células degenerando (Nunez-Mariel et al., 2001).
En Pachycereus gaumeri se encontraron tanto triadas como tetradas de
megasporas en ovulos provenientes de una misma flor, ademas, se observo la
segunda division meiotica de la celula micropilar de la diada. Esto sugiere el
origen monosporico del saco embrionario en esta especie y que la formacion de
triadas es producto de la supresién de la division de la célula micropilar de |a
diada. como suponen Engleman (1960) y Davis (1966). Esta uitima caracteristica y
la formacion de una megaspora funcional en posicion calazal, son aspectos
importantes para catalogar el origen del saco embrionario de tipo Polygonum,

ampiiamente referido en los trabajos embrioldgicos de la familia, pero

85



gscasamente documentado.

Existe controversia para determinar el tipo de dvulo en la familia Cactaceae.
Archibald (1939) definio como circinétropos a los évulos de Opuntia aurantiaca
debido a la particular manera en que los envuelve el funiculo, posteriormente este
término fue retomado por Tiagi (1954) para Opuntia dillenii, por Banerji y Sen
(1954) para Hylocereus undatus y, para las cactaceas en general. por Davis
(1968), Bhojwani y Bhatnagar (1978) y Bouman (1984). Tiagi (1970) considera que
la familia Cactaceae puede presentar dvulos campildtropos, circinétropos o
hemicircindtropos. Johri et al. (1992) sostienen que los ovulos en esta familia
pueden ser anatropos, hemianatropos, campilétropos o circinotropos. Flores y
Engleman (1976) argumentan que el término circinétropo propuesto por Archibald
(1939) debe ser utilizado para referirse al funiculo y no para describir las
caracteristicas generales del dvulo. En esta investigacion se considerd que el tipo
de ovulo en P. fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y M. geometrizans es
campilétropo debido a que la nucela es curva y el micropilo se encuentra en una

posicién cercana al hilo.

De acuerdo con Johri et al. (1992) las semillas de las cactaceas son albuminosas
(o endospéermicas) y perispérmicas. Sin embargo, las semillas maduras de P.
fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y M. geometrizans presentan
endospermo y perispermo sumamente reducidos ya que las reservas alimenticias

se encuentran en el embrién, por o que deben ser catalogadas como no
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albuminosas y no perispermicas.

Myrtillocactus geometrizans, es la unica especie de |la subtribu Stenocereinae que
se estudio embriologicamente en este trabajo, se distingue por la presencia de
taninos en la epidermis de la antera, por el depdsito de este mismo compuesto en
el tegumento externo del ovulo desde el inicio de la megagametogénesis. asi
como por la presencia de células funiculares pigmentadas. Cereus jamacaru, una
cactacea columnar sudamericana perteneciente a Ia tribu Ceresae, también
presenta taninos en la epidermis de la antera (Kapil y Prakash, 1969). Las
especies de Pachycereus estudiadas, depositan taninos en la epidermis del
tegumento externo en el dvulo pero solamente hasta después de la fecundacion y

en |la epidermis de las anteras no se observo este compuesto.

La homogeneidad en |la micromorfologia del polen de P. fulviceps, P. gaumeri, P.
militaris, P. pringlei y M. geometrizans concuerda con las observaciones realizadas
oor Leuenberger (1976) para éstas y otras especies de la tribu Pachycereeae, asi
como con Gama-Lopez et al. (1997) para Pachycereus grandis, P. hollianus, P.

marginatus, P. pecten-aboriginum, P. pringlel, P. tepamo y P. weberl.

Aunque la mayoria de los caracteres embriolégicos son semejantes entre P.
fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y M. geometrizans, se encontraron
diferencias en la anatomia y micromorfologia de anteras, ovulos y semillas

maduros (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Sintesis comparativa de caracteres embriolégicos de antera, 6vulo y semilla
en Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geomefrizans

CARACTERES P. fulviceps P. gaumeri P. militaris P. pringlei M. geomelrizans

1 Epidermis de la antera sin laninos sin taninos sin taninos sin taninos con taninos

2. Curvatura de la nucela en el 6vulo 136° 120° 138° 148° 122°

3. Curvalura micropilar en el évulo 26° 7° 19° 13° 38°

4. Relacion entre el largo micropilar y el largo maximo del évulo 0.146 0.142 0.152 0.141 0.270

5. Dislancia relativa del tegumento externo libre ventral 0.125 0.082 0.131 0112 017

6. Engrosamiento del tegumento externo hasta el micropilo hasta el micropilo hasla el micrépilo hasta el micropilo no llega al micrépilo

7. Células pigmentadas en el funiculo ausenles ausentes ausenles ausenles presentes

8. Curvatura de la nucela en la semilla 167" 218° 231° 171° 136°

9. Curvatura del embrion 182° 216° 233° 194° 120°

10. Razdn entre el largo total del embrion y el largo cotiledonar 234 333 2.38 1.98 2.70

1. F:}:azén_gn!re el largo lolal del embrién y el ancho del 1620 3040 4300 4080 3000
ipocatilo

12. Razdn enlre el drea del perispermo y el rea nucelar 00212 0.0235 0.0084 0.0089 0.0010

T s o el sl ok i 50 520

14. Taninos en la epidermis del tegumento externo semilla semilla semilla semilla desde 6vulo

15. Altura celular de la exolesla homogénea homogénea homogénea homogénea heterogénea

16. Largo de la semilla 2.7mm 3.7 mm 5.2 mm 3.2mm 1.6 mm

17. Ancho de la semilla 2.0 mm 26mm 3.7 mm 2.4 mm 1.3 mm

18. Forma de la semilla ampliamente ovoide ampliamente ovoide ampliamente ovoide ampliamente ovoide ovoide

19. Relieve de la pared periclinal externa de la exolesta plano plano plano plano COnVexo

20. Cuticula de la semilla lisa lisa lisa lisa estriada

21. Forma de la pared periclinal externa de la exotesla irregular-alargada irregular-alargada hexagonal irregular-alargada poligonal

22. Limiles celulares de la exotesla rectos y curvos reclos y curvos rectos rectos y curvos reclos

23. Relieve de los limites celulares acanalados acanalados elevados acanalados eslrias perpendiculares

24. Puntos de separacion enlre tres o mas células de la exolesla indiferenciados hoyos diminutos indiferenciados indiferenciados hoyos profundos

2. h:::;;::eve de las paredes pericnales extemas de la rugoso verrugoso diminutamente verrugoso liso no evidenle

26. Forma de la region hilo-micropilar ovada (angosla cerca del hilo)  estrechamente ovada ovada ovada eliptica

27. Orienlacion de la region hilo-micropilar oblicua oblicua oblicua oblicua basal

28. Borde de la region hilo-micropilar no expandido no expandido no expandido no expandido expandido

29. Profundidad de la region hilo-micropilar superficial ligeramente impresa superficial superficial impresa




Los resultados de este trabajo concuerdan con los encontrados por Tobe (1989)
para algunas de las familias del orden Myrtales. Este autor sostiene que
caracteres como €l tipo de tapete, el tipo de desarrollo del megagametofito, el tipo
de dvulo o de endospermo, son consistentes a nivel de familia y que los detalles
estructurales de la semilla son utiles en niveles menos inclusivos. Palser (1975) y
Herr (1984) sugieren que el tamano y la forma del dvulo, asi como del
megagametofito, pueden aportar informacion sistematica relevante en problemas

de delimitacion genérica o especifica.

Tsou (1997), en cambio, obtuvo como parte de sus resultados, que los géneros
Camellia, Frankiinia y Schima (familia Theaceae) son mas diversos
embriologicamente que morfologicamente, y que los caracteres relacionados con
el desarrollo de |la antera son mas conservativos que los relativos al desarrollo del
ovulo. Entre las principales diferencias que presentan estos géneros entre si, se

encuentran el tipo de dvulo y el tipo de desarrollo del megagametofito.

El analisis de conglomerados realizado en el presente estudio. utilizando
exclusivamente caracteres anatomicos y micromorfolégicos de ovulos y semillas,
coincide con las propuestas taxonomicas que separan a Pachycereus de
Myrtillocactus, Polaskia, Escontria y Stenocereus (Gibson y Horak, 1978; Cornejo

y Simpson, 1997; Terrazas y Loza-Cornejo, 2002; Arias, 2002).
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Pachycereus fulviceps y P. pringlei son las especies que tuvieron ovulos y semillas
mas parecidos en este genero, a pesar de que en el analisis ciadistico de
evidencia total realizado por Arias (2002), P. fulviceps es una de las especies de la
subtribu Pachycereinae (sensu Gibson et al. 1986) que se encuentra menos
relacionada filogenéticamente con P. pringlei. En el fenograma obtenido en la
presente investigacién, P. militaris, P. gaumeriy P. marginatus presentan una
distancia mayor con P. pringlei que la presentada por especies pertenecientes a
generos distintos como es el caso de M. geometrizans y P. chende con respecto a

S. dumortieri.

Los resultados del analisis de componentes principales generados en este trabajo.
ademas de ser consistentes con los resultados del analisis de conglomerados,
senalan los caracteres de dvulos y semillas con mayor relevancia para discriminar
entre Pachycereus y el resto de las especies estudiadas. En Pachycereus
fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlel, el relieve de |la pared periclinal de la
exotesta es plano, la cuticula de la exotesta es lisa y el borde de la region hilo-
micropilar es no expandido. Ademas, estas especies presentan menor largo
micropilar, menor largo del tegumento externo libre ventral, mayor curvatura del
embridon y mayor largo y ancho de las semillas que £. chiotilla, M. geometrizans, P.

chende y S. dumortieri.

En la grafica de componentes principales, P. marginatus se encuentra en una

posicion intermedia entre los dos grupos principales. Esta especie comparte
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valores para ¢l largo y el ancho de las semillas con P. fulviceps, P. gaumeri, P.
militaris y P. pringlei, asi como, valores para la relacion entre el largo micropilar y
el largo maximo del ovulo, para la curvatura del embridon maduro y para la
distancia relativa del tegumento externo libre ventral con £. chiotilla, M.

geometrizans, P. chende y S. dumortieri.

En esta misma grafica, P. fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei forman un
grupo mas compacto que E. chiotilla, M. geometrizans, P. chende y S. dumortieri.
La separacion entre las especies de Stenocereinae esta determinada
fundamentalmente por la curvatura de la nucela en el ovulo (caracter con mayor
carga para el segundo componente principal). Este caracter tiene un valor de 162°
en E. chiotilla (valor mas alto de Pachycereus y Stenocereinae) y de 122° en V.

geometrizans (valor mas bajo de Stenocereinae).

El 50% de los caracteres utilizados en el analisis de componentes principales
presentan cargas con valores absolutos mayores o iguales a 0.8. De &stos, 6
caracteres describen la micromorfologia de las semillas, 3 son caracteres
anatomicos y 2 son las medidas del largo y ancho de las semillas. Estos
resultados sugieren que la micromorfologia de las semillas provee mayor
iInformacion taxonomica a nivel interespecifico o intergenérico en la tribu
Pachycereeae que los caracteres anatomicos cuantitativos, aunque su valor puede

variar en otras tribus o subfamilias dentro de Cactaceae.
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La importancia del largo y ancho de las semillas es consistente con |os resultados
obtenidos por Arias (2002) a partir del analisis de funciones discriminantes para el

genero Pachycereus sensu Barthlott y Hunt (1993).

Los resultados de este analisis concuerdan con Gibson y Horak (1878) en la
presencia de cuticula lisa en las semillas de especies pertenecientes a
Pachycereinae, asi como, cuticula estriada y paredes periclinales externas
convexas en |a exotesta de |las especies de Stenocereinae. Por su parte, la
presencia de paredes periclinales externas planas en la exotesta de las especies
de Pachycereus observadas en esta investigacion es consistente con los
resultados obtenidos tanto por Gibson y Horak (1978) como por Arias (2002),
excepto por P. marginatus, pues se considero que la cubierta seminal tiene
paredes ligeramente convexas, aunque Arias (2002) también menciona que

observo este tipo de paredes en ciertas zonas de las semillas en esta especie.

En contraste con los resultados de Arias (2002), el analisis de componentes
principales aqui generado no muestra que el microrelieve de las paredes
periclinales externas de |la exotesta sea relevante para discriminar entre las
especies estudiadas de Pachycereinae y Stenocereinae. De acuerdo con la
presente investigacion existe variacidn para este caracter en las distintas especies
estudiadas de Pachycereus, pues no todas las paredes tienen microrelieve liso
como sostiene Arias (2002), sino que &ste tambien puede ser rugoso, verrugoso o

diminutamente verrugoso. Sin embargo, es importante senalar que estas
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diferencias pueden deberse a que |as observaciones para este caracter fueron
realizadas en esta tesis a un aumento mayor que en el estudio llevado a cabo por

Arias (2002).

El aspecto “rugosa” de las semillas en Stenocereinae se debe basicamente al tipo
de cuticula, al relieve de la pared periclinal externa de la exotesta. a los puntos de
separacion entre tres 0 mas celulas en esta misma capa y al microrelieve de |la

pared periclinal externa de |la exotesta.

En los estudios filogenéticos recientes, se ha propuesto que el genero que
oresenta los estados de caracter plesiomorficos para la tribu Pachycereeae es
Stenocereus (Arias, 2002; Davila-Aranda et al. 2002; Terrazas y Loza-Cornejo,
2002), el cual presenta semillas rugosas en |la mayoria de |las especies (Gibson et
al., 1986). Por lo anterior, podria considerarse que los estados de caracter que
conjuntamente dan lugar a la apariencia rugosa de las semillas son plesiomorficos,
lo que se contrapone con el supuesto de que P. gaumeri es una especie con
caracteristicas ancestrales como |lo han planteado Buxbaum (1961) y Gibson y

Horak (1978).

Segun Bregman (1992), en la subtribu Borzicactinae (tribu Trichocereeae sensu

/ato), las semillas verrugosas y grandes, son consideradas plesiomorficas, a

diferencia, de las semillas pequerias y lisas, consideradas apomarficas.
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Un siguiente trabajo a desarrollar es determinar si las especies restantes de las
subtriobus Pachycereinae y Stenocereinae mantienen el mismo patrén de variacion
en los caracteres de ovulos y semillas que las especies estudiadas en el presente
trabajo. Si esto es asi, habria que analizar si estas diferencias representan alguna
respuesta adaptativa para la dispersion de las semililas, el establecimiento de las
plantulas, la formacion de bancos de semillas o de proteccion ante la desecacion o

los depredadores.

De acuerdo con los resultados de este estudio, los caracteres relacionados con la
esporogeénesis, gametogenesis, embriogénesis y endospermogenesis son muy
constantes entre P. fulviceps, P. gaumeri, P. militaris, P. pringleiy M.
geometrizans, posiblemente debido a que estan asociados a la formacion de
polen, dvulos y semillas viables, pues alguna alteracion en estos procesos podria
conducir a la formacion de individuos con flores unisexuales y esto, en
combinacion con la interaccion con algun polinizador eficiente, podria ser un
primer paso para el establecimiento de un sistema sexual que incluyera morfos
funcionalmente masculinos o femeninos como probablemente sucedio con P.

pringlei y N. mezcalaensis.
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CAPITULO IV

Origen de la unisexualidad en Pachycereus pringlei (S. Watson) Britton &

Rose (Cactaceae): un enfoque estructural

Resumen
Pachycereus pringlei es una especie endémica de México con poblaciones trioicas
y ginodioicas. Las poblaciones tricicas presentan individuos hermafroditas,
femeninos, masculinos y neutros (completamente estériles). Se describe el
desarrollo de anteras, ovulos y semillas de las flores bisexuales, femeninas y
masculinas. Las flores femeninas y masculinas son bisexuales en el inicio de su
desarrollo. A partir de las caracteristicas embriolégicas de las flores unisexuales,
se propone que el ancestro de P. pringlei fue hermafrodita. En las flores
femeninas, las células madres de las microsporas y el tapete comienzan a tener
un desarrollo anormal antes de iniciar la meiosis. En las anteras maduras de las
flores femeninas, la mayoria de los granos de polen estan vacios y unidos entre si
por las paredes. Las flores de |os individuos masculinos generalmente presentan
flores con ovarios que contienen funiculos pero no dvulos, sin embargo, algunos
individuos poseen flores que tienen dvulos con caracteristicas anormales de la
nucela y los tegumentos pero que pueden formar sacos embrionarios
estructuralmente normales. Los individuos funcionalmente masculinos que forman
ovulos anormales también pueden producir frutos con semillas que presentan
irregularidades en la cubierta seminal, pero un embrién maduro con hipocatilo y

cotiledones bien formados.
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Introduccion

El entendimiento de la evolucidon de los sistemas sexuales en plantas requiere del
estudio de la ontogenia de las estructuras reproductoras, asi como de los
mecanismos fisioldgicos y moleculares que dan lugar a la diversidad sexual

(Barret, 1998).

Los sistemas de expresion sexual en angiospermas son muy diversos, aunque la
mayoria (90%) de las especies son hermafroditas (Charlesworth, 2002). En menor
medida (10%) se encuentran las especies que presentan flores unisexuales (Lloyd
y Bawa, 1984); entre éstos, el sistema dioico es el mas comun y lo presentan
aproximadamente el 5% de las angiospermas (Charlesworth, 2002). Algunos
sistemas combinan plantas con flores unisexuales y plantas con flores bisexuales,

siendo las especies androdioicas y trioicas, las mas raras (Ainsworth, 2000).

Los sistemas trioicos se caracterizan por la presencia de individuos femeninos,
masculinos y hermafroditas (Fleming et al., 1994). Este sistema reproductor se
encuentra muy poco documentado. Algunas especies presentan sistemas
sexuales polimorficos que no corresponden con la combinacion de flores
unisexuales y bisexuales que caracteriza |las especies trioicas (Thymelaea hirsuta
(L.) Endl., Thymelaeaceae, El-Keblawy et al., 1996; Silene acaulis (L.) Jacq.,

Caryophyllaceae, Maurice et al., 1998).
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Aungue la condicién predominante en la familia Cactaceae es la hermafrodita
(Parfitt, 1985), se encuentran algunas especies con sistemas sexuales dimarficos
o polimorficos. Para la subfamilia Pereskioideae, estan reportadas tres especies
con flores unisexuales, Pereskia zinniiflora DC. con un sistema sexual
aparentemente dioico, P. portulacifolia (L.) Haw., que podria ser subdioica y P.
quisqueyana Liogier, en la que solamente se han observado flores masculinas

(Leuenberger, 1986).

De acuerdo con Bravo-Hollis (1978), el subgénero Stenopuntia (subfamilia
Opuntioideae), formado por Opuntia stenopetala Engelm., O. glaucescens Salm-
Dick y O. grandis Pfeiff., se caracteriza por la presencia de flores unisexuales.
Sin embargo, es importante sefalar que Hunt (1999) expresa una opinién
taxonomica distinta considerando que O. glaucescens y O. grandis son sindnimos
de O. stenopetala. Orozco (2002) describe el desarrollo floral de los morfos
sexuales en una poblacion de O. stenopetala y llega a la conclusién de que su
sistema reproductor es dioico, aunque no descarta la existencia de otras

poblaciones con sistemas hermafroditas o ginodioicos.

Existen, ademas, reportes de la presencia de sistemas sexuales que combinan
flores unisexuales con hermafroditas en la subfamilia Opuntioideae. Del Castillo y
Gonzalez-Espinosa (1988) describieron los morfos florales de los individuos
masculinos, femeninos y hermafroditas de Opuntia robusta J.C. Wendl.,
encontrando que las flores femeninas presentan anteras atrofiadas sin polen fértil,

ovarios con ovulos y estilos cortos con I6bulos estigmaticos; las flores masculinas,
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en cambio, presentan anteras con gran cantidad de polen, cavidades del ovario
con ovulos atrofiados y estilos largos pero sin [6bulos estigmaticos. Las flores
hermafroditas poseen anteras con abundante polen, ovarios con ovulos y estilos
de longitud intermedia entre los morfos anteriores. Strittmatter et al. (2002)
concluyen que el sistema reproductor de Consolea spinosissima (Mill.) Lem. es
subdioico y que esfa’ formado por tres morfos sexuales: femenino, masculino y
“debilmente hermafrodita” (flores perfectas que aparentan ser masculinas y con

una baja produccion de semillas).

En la subfamilia Cactoideae también se encuentran especies con polimorfismo
sexual. Mammillaria neopalmeri Craig (tribu Cacteae) presenta flores unisexuales
y perfectas, aunque no se especifica si el sistema es ginodioico 0 androdioico
(Lindsay y Dawson, 1952). Una poblacién de Mammillaria dioica K. Brandegee
(tribu Cacteae) fue reportada por Ganders y Kennedy (1978) como ginodioica,
aunque también se han observado flores masculinas de esta misma especie en
una localidad distinta (Lindsay y Dawson, 1952). Selenicereus innesii Kimnach
(tribu Hylocereeae) presenta flores bisexuales y pistiladas (Kimnach, 1982).
Echinocereus coccineus Engelm. (tribu Echinocereeae) tiene plantas con flores
funcionalmente masculinas y plantas con flores funcionalmente femeninas
(Hoffman, 1992). Neobuxbaumia mezcalaensis (Bravo) Backeb. (tribu

Pachycereeae) posee poblaciones androdioicas (Valiente-Banuet et al., 1997).

Pachycereus pringlei (S. Watson) Britton & Rose (tribu Pachycereeae) es una

cactacea columnar endémica de México que segun Fleming et al. (1994) presenta
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cuatro morfos sexuales, plantas hermafroditas, plantas masculinas, plantas
femeninas y, en proporcion muy baja, plantas con flores completamente estériles
(neutras). De acuerdo con los mismos autores, las flores femeninas poseen
anteras sin polen y las flores masculinas, ovarios sin dvulos o con dvulos muy
pequenos. Las poblaciones pueden ser trioicas o ginodioicas dependiendo de su
distribucion geografica y no se ha observado variacion en el tipo sexual de las

plantas a través del tiempo (Fleming et al., 1998).

A partir de la serie de estudios ecoldgicos y genéticos para comprender la biologia
reproductora de P. pringlei (Fleming et al., 1994, 1998; Murawski et al., 1994; Sosa
y Fleming, 1999), se han intentado establecer hipotesis evolutivas con el fin de
explicar la coexistencia de plantas hermafroditas y unisexuales, pero no se

conocen las causas de la esterilidad femenina y masculina.

El presente trabajo es un estudio comparativo de la embriologia de los individuos
hermafroditas, masculinos y femeninos de P. pringlei. El objetivo es definir el
momento de transicion del estado bisexual al unisexual en el desarrollo de Ias
flores, y con esto, aportar elementos que permitan entender la ruta evolutiva que

ha conducido al polimorfismo sexual en esta especie.
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Materiales y métodos

Recoleccidén

Con el objeto de realizar el estudio embriolégico de los individuos hermafroditas,
femeninos y masculinos de P. pringlei, se recolectaron flores y frutos en distintas
etapas de desarrollo de cada uno de estos morfos sexuales. La recoleccion del
material se realizo en una localidad del municipio de Hermosillo en el estado de
Sonora, México (29° 22’ 5" N, 112° 01’ 35" W). El tipo de vegetacion predominante
es matorral bajo con crasicaules. La altitud en esta localidad es de 225 m.s.n.m. El
ejemplar de herbario fue depositado en el Herbario Nacional de México (Arias
1224). Se obtuvieron muestras de un total de 30 individuos, de los cuales 17
fueron hermafroditas, 9 masculinos y 4 femeninos. Durante la realizacion del
trabajo de campo en esta localidad no se observaron individuos completamente
estériles (neutros). Se muestrearon botones florales, flores y frutos representativos
del mayor numero de etapas posible por cada individuo. Debido a que los tres
morfos muestreados no se pueden reconocer por la morfologia externa de sus
flores, se determind el sexo de cada individuo observando con lupa la presencia
de polen y ovulos en botones florales en preantesis cortados longitudinalmente.
Las flores bisexuales presentaron anteras con polen y ovarios con ovulos, las
flores femeninas, anteras sin polen y ovario con ovulos, y las flores masculinas,
anteras con polen y ovarios sin évulos o con algunos ovulos amorfos. Se
establecieron etapas de desarrollo con base en la longitud de los botones florales.

Cada etapa esta separada de la siguiente por intervalos de un centimetro en la
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longitud del botén floral. Las etapas de desarrollo de las semillas se clasificaron

por su color (blanco, crema, café claro y negro).

Técnicas histolégicas

Los botones florales, las flores en antesis y las semillas fueron fijadas en FAA
(formaldehido 5% - acido acético 5% - etanol 63% - agua) y posteriormente
deshidratados mediante una serie gradual de etanoles. Las muestras fueron
incluidas en Paraplast, JB-4 y LR White. Los bloques de Paraplast fueron cortados
con microtomo de rotacion a un grosor de 7 a 10 um y se tiferon con safranina-
verde fijo. Los bloques de JB-4 y LR White se cortaron con un ultramicrotomo

RMC-MT998 a un grosor de 1 a 2 um y se tiferon con azul de toluidina.

Microscopia electronica de barrido

Los ovulos y las semillas en distintas etapas de desarrollo fueron procesados para
su observacion con microscopia electronica de barrido. Se deshidrataron en
etanoles graduales y se llevaron a punto critico con CO» en una desecadora Bal-
Tec. Posteriormente, este material fue montado en portamuestras y se cubrid con
oro en una ionizadora Denton Vacuum Desk Il. Las observaciones y fotografias se
realizaron con un microscopio electronico de barrido Jeol JSM-5310LV a 15 Kv y

20 Kv de aceleracion de voltaje.
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Resultados

Desarrollo de las flores bisexuales

Estas flores presentan anteras bilobuladas y tetrasporangiadas (Fig. 1). Se
encuentran drusas en el conectivo. El desarrollo de la pared de |la antera es de tipo
monocotiledoneo (Fig. 2). La pared de la antera en etapa de célula madre de las
microsporas esta constituida por epidermis, endotecio, capa media y tapete (Fig.
3). Las células madres de las microsporas se rodean de calosa, aunque presentan
puentes citoplasmicos entre ellas hasta el inicio de la meiosis (Fig. 4). Conforme
avanza la meiosis, desaparecen los puentes citoplasmicos y la pared de calosa se
vuelve continua (Figs. 5y 6). Las tétradas de microsporas son tetraédricas (Figs.
7 y 8). El tapete presenta dos 0 mas nucleos y es de tipo secretor. Los granos de
polen jovenes presentan una gran vacuola, desplazando el nucleo hacia la
periferia (Fig. 9) y se observan los cuerpos de Ubisch en las paredes de las
celulas del tapete (Fig. 10). En esta etapa, los granos de polen ya presentan la
ornamentacion de la exina, son tricolpados, tectados y espinulados (Fig. 10). Los
granos de polen son tricelulares en el momento de su dispersion (Fig. 11). La capa
media es efimera y el tapete degenera desde |la etapa de granos de polen jovenes.
La pared de la antera madura esta formada exclusivamente por un endotecio con

engrosamientos en las paredes anticlinales y por la epidermis (Fig. 12).

A partir de la placenta se originan primordios nucelares que comienzan a curvarse
y a desarrollar el tegumento interno. El tegumento externo se forma

posteriormente. La zona basal del primordio se convierte en el funiculo, el cual
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crece y se curva conforme avanza el desarrollo del ovulo. Esta curvatura se debe
al crecimiento mayor de la parte dorsal del funiculo con respecto a la ventral (Fig.
13). El tegumento externo se desarrolla inicialmente sdlo en la parte dorsal; en
etapas subsecuentes, se desarrolla también la parte ventral, aunque en menor
grado (Fig. 14). En la madurez del évulo, el tegumento externo cubre
completamente la nucela y casi totalmente el tegumento interno, de este ultimo
qgueda unicamente al descubierto una parte de la region correspondiente al
micropilo (Fig. 15). El funiculo presenta tricomas en la region ventral y rodea
parcialmente el dvulo. Los dvulos son campildtropos, bitégmicos y crasinucelados.
El megagametofito es octanucleado y heptacelular. Presenta tres células
antipodas efimeras, una célula central con dos nucleos polares, una ovoceélula y
dos células sinérgidas. Las células sinérgidas se caracterizan por poseer un
citoplasma muy denso, una vacuola calazal y un aparato filiforme. Los nucleos

polares se fusionan antes de la fecundacion.

Los tubos polinicos se desplazan por el tejido de transmision del estilo. La
fecundacion es porégama. El embrion en etapa globular presenta suspensor y
continua su desarrollo pasando por las etapas de corazon y torpedo antes de
alcanzar la madurez. El embrion maduro presenta una curvatura mayor de 180°.
Los cotiledones tienen casi la mitad de la longitud total del embrion (Fig. 16). El
tipo de desarrollo del endospermo es nuclear. La exotesta y el endotegmen se
impregnan de taninos y cubren completamente el embrion. La exotesta es la

principal capa mecanica de la cubierta seminal, |as paredes periclinales de sus
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celulas se engruesan y contienen una vacuola con taninos que ocupa todo el
espacio que inicialmente ocupaba el citoplasma. Las semillas maduras presentan
simetria bilateral y tanto el hilo como el micrépilo, debido a la curvatura del ovulo,
se encuentran en posiciones cercanas, formando la region hilo-micropilar (Figs. 17

y 18).

Desarrollo de las anteras en las flores femeninas

Las flores femeninas son bisexuales en las etapas tempranas de desarrollo. Las
anteras son bilobuladas, tetrasporangiadas y presentan drusas en el conectivo, al
igual que las anteras de las flores bisexuales y masculinas. Las células madres de
las microsporas, tienen una apariencia normal y la pared de la antera esta formada

por el tapete, una capa media, el endotecio y la epidermis.

Se observaron diferencias en el desarrollo cuando las células madres de las
microsporas se rodean de calosa. Aunque en esta etapa, las cuatro capas que
forman la pared de |la antera tienen una apariencia normal (Fig. 19), la calosa que
rodea las celulas madres de las microsporas adquiere una forma irregular (Fig. 20)
que no se observa en las anteras fértiles. Algunas zonas de esta pared de calosa
son sumamente delgadas (Fig. 21). La presencia de canales citoplasmicos entre
células madres de las microsporas de las flores femeninas es mas evidente

que en las flores bisexuales; incluso, en algunos pares de celulas madres de las
microsporas, es casi imperceptible la pared de calosa que las separa (Fig. 22). En
este momento, las células del tapete son binucleadas como en las anteras fértiles

(Fig. 22).
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Figuras 1-6. Cortes transversales de anteras de flores bisexuales. 1. Antera inmadura bilobulada y
tetrasporangiada, escala = 50 um. 2. Microsporangio mostrando la division de la capa parietal secundaria
interna (flecha), escala = 25 ym. 3. Microsporangio con células madres de las microsporas, escala = 25
um. 4. Células madres de las microsporas rodeadas de calosa mostrando puentes citoplasmicos (flecha),
escala = 10 um. 5. Detalle de la metafase | de las células madres de las microsporas, escala = 10 pm.
6. Microsporangio con células madres de las microsporas en la primera division meiética, escala = 25 pm.
Calosa (CA), capa media (CM), célula madre de la microsporas (CMI), endotecio (EN), epidermis (EP),

tapete (TA).
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Figuras 7-12. Cortes transversales de anteras de flores bisexuales. 7. Microsporangio con tétradas de
microsporas, escala = 25 um. 8. Tétrada tetraédrica de microsporas y algunas células tapetales, escala
= 10 pm. 9. Microsporangio con granos de polen joévenes, escala = 50 um. 10. Grano de polen joven
mostrando vacuola , nucleo, exina espinulada y colpos. Algunos cuerpos de Ubisch se encuentran en
la pared de una célula tapetal, escala = 10 um. 11. Grano de polen maduro mostrando exina, colpos, el
nucleo de la célula vegetativa y los nucleos de las células espermaticas, escala = 25 um. 12. Pared de
antera madura formada por epidermis y endotecio con engrosamientos en las paredes anticlinales,
escala = 10 um. Calosa (CA), colpo (CP), cuerpos de Ubisch (CU), endotecio (EN), epidermis (EP),
exina (EX), grano de polen joven (PJ), nucleos espermaticos (NE), nucleo (NU), nicleo vegetativo
(NV), tapete (TA), vacuola (VA).
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Figuras 13-18. Micromorfologia de 6vulos y semillas de individuos hermafroditas (MEB). 13.
Ovulo inmaduro, escala = 50 um. 14. Ovulos inmaduro, escala = 50 um. 15. Ovulo de flor en
antesis, escala = 100 um 16. Embrién maduro, escala = 500 um. 17. Semilla madura, escala = 1
mm. 18. Regién hilo-micropilar, escala = 100 um. Cotiledén (CO), funiculo (FU), hilo (HI),
hipocotilo (HP), micrépilo (MI), nucela (NU), tegumento externo (TE), tegumento interno (TI),
tricomas (TR), regién hilo-micropilar (RH).
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El loculo de algunas anteras contienen células con apariencia de microsporas que
se caracterizan por la presencia de citoplasma denso rodeado por exina (Fig. 23).
En estas anteras se observaron celulas del tapete hipertrofiadas con forma

irregular e invadiendo el Iéculo (Fig. 24).

Los granos de polen jovenes presentan formas irregulares (Fig. 25) vy su
citoplasma contiene una gran vacuola que desplaza el ndcleo hacia la periferia.
Las paredes de los granos de polen en esta etapa tienen adheridos numerosos
depositos globulares (posiblemente de esporopolenina) provenientes del tapete
(Fig. 26). En algunos casos, estas paredes estan compuestas, tanto por zonas
engrosadas por las estructuras globulares, como por zonas incompletas (Fig. 27).
La pared de la antera en esta etapa esta formada por |la epidermis, el endotecio, la
capa media con células muy delgadas y el tapete que comienza a desintegrarse

(Fig. 28).

En etapas subsecuentes, muchos de los granos de polen sélo presentan restos de
citoplasma (Fig. 29 y 30) y las zonas incompletas de las paredes de algunos de
ellos permiten la salida del citoplasma hacia el I6culo de la antera (Fig. 31). Por su
parte, la pared de la antera ya no tiene capa media, pero todavia es posible
observar el tapete con paredes celulares y restos de citoplasma, el endotecio que

comienza a formar engrosamientos y la epidermis (Fig. 32).

Los loculos de las anteras de los botones florales en preantesis presentan masas

de paredes de granos de polen unidas entre si (Figs. 33 y 34). En ocasiones
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también se pueden encontrar granos de polen hipertrofiados con citoplasma (Fig.
35). La pared de |la antera en esta etapa esta constituida por epidermis, endotecio

y las paredes celulares del tapete (Fig. 36).

Desarrollo de ovulos y semillas en los individuos masculinos

Se identificaron dos tipos de flores en los individuos masculinos, ambos con
ovario, estilo y estigma bien desarrollados. En un tipo, el ovario de las flores en
antesis solamente contienen funiculos que terminan en varias protuberancias
nucelares que no desarrollan tegumentos (Fig. 37). En el otro tipo, el ovario
contiene ovulos amorfos en los que la nucela esta cubierta parcial o
completamente por los tegumentos (Fig. 38) y funiculos que no presentan estas

estructuras, ni protuberancias nucelares como en el primer tipo floral descrito.

En la mayoria de los dvulos amorfos observados en etapas tempranas de
desarrollo se puede observar la nucela, el tegumento interno y el tegumento
externo, pero en algunos casos, |la nucela o uno de los tegumentos no son

evidentes (Figs. 39 y 40).

Como consecuencia del desarroilo irregular, tanto de |a nucela como de los
tegumentos, las flores mascuiinas en antesis tienen ovulos con una morfologia
completamente distinta a la que presentan los dvulos de |as flores bisexuales y
femeninas. El tegumento externo no completa su desarrollo y solo cubre
parcialmente a la nucela, mientras que el tegqumento interno puede cubrir

totalmente a la nucela o puede dejar descubierto su apice (Fig. 41). Los ovulos
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Figuras 19-22. Cortes transversales de antera en un botén floral femenino en etapa de células
madres de las microsporas. 19. Microsporangio con células madres de las microsporas rodeadas de
calosa, escala = 25 um. 20. Células madres de las microsporas rodeadas de una pared irregular de
calosa con puentes citoplasmicos (flecha), escala = 10 uym. 21. Células madres de las microsporas
con zonas de la pared de calosa muy delgadas (flecha), escala = 10 um. 22. Células madres de las
microsporas unidas por puentes citoplasmicos (flecha), escala = 10 um. Figuras 23-24. Cortes
transversales de antera en un botén floral femenino en etapa de microsporas. 23. Microspora y
células tapetales, escala = 10 um. 24. Microsporangio mostrando microsporas y el tapete
invadiendo el l6culo, escala = 25 um. (CA) calosa, (CM) capa media, (CMi) célula madre de las
microsporas, (EN)endotecio, (EP) epidermis, (EX) exina, (MI) microspora, (TA) tapete.
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Figuras 25-28. Cortes transversales de antera en un botdn floral femenino en etapa de granos
de polen jovenes. 25. Microsporangio con granos de polen jovenes amorfos, escala = 50 um.
26. Grano de polen joven amorfo con depésitos globulares en la pared y tapete liberando
glébulos (flecha), escala = 10 um. 27. Grano de polen joven amorfo con pared incompleta
(flecha), escala = 10 um. 28. Detalle de la pared de la antera, escala = 10 um. (CM) capa media,
(EN) endotecio, (EP) epidermis, (PJ) grano de polen joven, (TA) tapete.
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Figuras 29-32. Cortes transversales de antera con granos de polen degenerando en un botén
floral femenino. 29. Microsporangio con granos de polen mostrando restos de citoplasma,
escala = 50 um. 30. Grano de polen con restos de citoplasma y nucleo, escala = 10 um. 31.
Lé6culo con granos de polen degenerando y citoplasma libre (flecha), escala = 25 um. 32. Pared
de la antera con epidermis, endotecio y tapete, escala = 10 um. (EN) endotecio, (EP)
epidermis, (GP) grano de polen, (TA) tapete.
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Figuras 33-36. Cortes transversales de antera en un bot6n floral femenino en preantesis.
33. Granos de polen vacios con paredes unidas (flecha), escala = 10 um. 34. Granos de polen
vacios con glébulos adosados a la pared (flecha), escala = 10 um. 35. Grano de polen amorfo e
hipertrofiado con citoplasma, escala = 10 um. 36. Detalle de la pared de antera con epidermis,
endotecio y paredes celulares del tapete (flecha), escala = 10 um. (EN) endotecio, (EP) epidermis,
(GP) grano de polen.
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presentan variacion, tanto en el grado de curvatura de la nucela, comao en su
orientacion, que en ciertos casos es opuesta (Fig. 41) a la que tienen los dvulos de
las flores bisexuales, los cuales siempre dirigen el apice de |la nucela hacia el

funiculo.

A pesar del desarrollo anormal de los dvulos de las flores masculinas, en uno de
ellos fue observado un saco embrionario con una ovocelula y dos celulas
sinérgidas (Fig. 42), de manera similar a los que se encuentran en las flores
bisexuales, asi como, un nucleo secundario, producto de la fusion de los nucleos
polares de la célula central (Fig. 43). Esto implica que aunque |la morfologia de
estos ovulos esté alterada, es posible que el saco embrionario pueda desarrollarse

normalmente.

Es frecuente la produccion de frutos en los individuos considerados como
masculinos, éstos generalmente son abortivos y no forman semillas, pero algunos
individuos pueden contener unas cuantas semillas con caracteristicas irregulares o

estar repletos de ellas.

Muchas de las semillas inmaduras con un desarrollo anormal, poseen una nucela
muy larga, generalmente cubierta por el tegmen, pero debido a que el tegumento
externo no completa su desarrollo en los dvulos, |a testa solo cubre la nucela y al
tegmen parcialmente (Fig. 44). En una de estas semillas, se encontré un embridn
en etapa de torpedo perfectamente formado, rodeado por el endospermo con

paredes celulares en formacidn, la nucela con unos cuantos estratos celulares y el
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tegmen conteniendo taninos (Fig. 45), de manera similar a las semillas de los

individuos hermaifroditas en esta etapa.

Las semillas anormales de los individuos masculinos pueden alcanzar la madurez
y presentar una morfologia muy diversa, pero es frecuente que contengan
embriones de talla similar a la correspondiente a los embriones maduros de los
individuos hermafroditas, aunque con distintos grados de curvatura. El tamano de
la testa puede variar pero generalmente esta cubriendo parciaimente el embrion
en la zona de los cotiledones (Figs. 46 y 47), aunque también se han observado
algunas semillas con una testa sumamente reducida o, definitivamente,
careciendo de ella. La micromorfologia de las células de |a testa de las semillas
anormales y normales son semejantes, presentan paredes periclinales externas de

forma irregular, planas y con limites tanto rectos como curvos (Fig. 48).

A pesar del desarrollo incompleto de |a testa, los embriones no estan
compietamente desnudos, sino que se encuentran envueltos por el tegmen (Fig.
49). Debido al crecimiento desigual de los tegumentos, el micropilo (Fig. 50) y el
hilo (Fig. 51) no se ubican en posiciones cercanas formando la regidn hilo-

micropiiar, como sucede en los individuos hermafroditas.

Los embriones maduros estan formados por dos cotiledones, nipocatilo y radicula.
La relacion entre el tamano de los cotiledones vy el largo total del embrion es muy
variable, incluso dentro de un mismo fruto se pueden encontrar embriones

completamente rectos o con formas irregulares (Figs. 52 y 53).
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Figura 37. Micromorfologia de funiculos con protuberancias nucelares (flecha) en una flor masculina
en antesis (MEB), escala = 100 um. Figura 38. Micromorfologia de un 6évulo en una flor masculina en
antesis mostrando el tegumento externo y el tegumento interno (MEB), escala = 500 um. Figura 39.
Micromorfologia de 6vulos en una etapa temprana de desarrollo (flecha) en un boton floral masculino
(MEB), escala = 500 um. Figura 40. Acercamiento de uno de los 6vulos inmaduros de la Fig. 39,
mostrando los primordios de los tegumentos (MEB), escala = 50 um. Figura 41. Ovulo maduro de
una flor masculina en antesis en donde se observa el tegumento externo, el tegumento interno y el
apice de la nucela (MEB), escala = 100 um. Figuras 42-43. Cortes longitudinales de 6vulos de flores
masculinas en antesis. 42. Saco embrionario con ovocelula y sinérgidas, escala = 25 um. 43. Saco
embrionario mostrando a la célula central con ntcleo secundario y granos de almidon, escala = 25
um. (FU) funiculo, (GA) granos de almidén, (NU) nucela, (NS) nucleo secundario, (OV) ovocélula, (Sl)
sinérgida, (TE) tegumento externo, (Tl) tegumento interno, (TR) tricomas.
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Figura 44. Micromorfologia de semilla amorfa inmadura con la nucela cubierta casi
completamente por el tegmen y parcialmente por la testa (MEB), escala = 100 um.
Figura 45. Corte longitudinal de semilla amorfa inmadura mostrando un embrién en
etapa de torpedo, escala = 50 um. Figuras 46-47. Micromorfologia de semillas amorfas
maduras con el embrién cubierto completamente por el tegmen y parcialmente por la
testa (MEB), escala = 1 mm. Figura 48. Vista superficial de la testa en una semilla
amorfa madura (MEB), escala = 50 um. Figura 49. Vista superficial del tegmen que
cubre completamente el embrién en una semilla amorfa madura (MEB), escala = 50 um.
(ED) endospermo, (FU) funiculo, (MI) micrépilo, (NU) nucela, (PC) primordio de
cotiledén, (TG) tegmen, (TE) testa.
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Figuras 50-53. Micromorfologia de semillas amorfas maduras (MEB). §9. Acercamiento del
micrépilo, escala = 100 um. 60. Acercamiento de la testa en donde se observa el hilo,
escala = 100 um. 52-53. Embriones amorfos maduros, escala = 500 um. (CO) cotiledén,
(HI) hilo, (HP) hipocétilo, (MI) micropilo, (TG) tegmen, (TE) testa.
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Discusién

Son sumamente escasos los trabajos en donde se analizan poblaciones naturales
y se describen con detalle los morfos florales en las cactaceas, por lo que es muy
dificil hacer un estudio comparativo que contribuya a entender el origen de las

flores unisexuales en la familia.

Opuntia robusta, Consolea spinosissima 'y Pachycereus pringlei son las cactaceas
con reportes de poblaciones que incluyen individuos hermafroditas, masculinos y
femeninos (Fleming et al., 1994, del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988;
Strittmatter et al.,, 2002). Sin embargo, a diferencia de P. pringlei, las flores
masculinas de O. robusta son longistilas y las flores femeninas son brevistilas (del
Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988). Del Castillo y Gonzalez-Espinosa (1988),
describen las principales caracteristicas florales de cada una de las formas
sexuales de O. robusta, pero debido a que su estudio tiene un enfoque ecoldgico,
no contamos con informacion sobre el momento en que se detiene el proceso de
formacidn de polen y dvulos para comparario con el desarrollo de las flores
unisexuales de P. pringlei. El estudio correspondiente a C. spinosissima si incluye

la embriologia comparada de los morfos sexuales

En una poblacion dioica de Opuntia stenopetala, Orozco (2002) encontrd que las
flores femeninas en antesis poseen anteras indehiscentes atrofiadas y las flores
masculinas poseen tres tipos florales. En uno de ellos, la camara del ovario esta

reducida y los pocos dvulos que contiene se encuentran en la base del ovario. En
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el segundo tipo floral, la cavidad del ovario no presenta évulos y en el tercer tipo,
ni siquiera se forma la cavidad del ovario (Orozco, 2002). Las flores femeninas de
C. spinosissima tienen anteras atrofiadas, las flores masculinas poseen ovulos no
viables y las flores “débilmente hermafroditas”, presentan estambres funcionales y
ovarios con algunos ovulos viables (Strittmatter ef al., 2002). A diferencia de estas
dos especies, en todos los morfos florales de P. pringlei siempre se observaron
estambres, ovario, estilo y estigma bien desarrollados, solo que en las flores
femeninas no hay formacion de polen viable, en algunas flores masculinas, el
ovario solo contiene funiculos con protuberancias nucelares que no forman

tegumentos, y en otras, se encuentran ovulos anormales.

Los ovulos de las flores masculinas en antesis de O. stenopetala pueden ser
protuberancias amorfas en las que no se desarrollan los tegumentos, o bien,
ovulos que detienen su desarrollo cuando apenas son aparentes los primordios de
los tegumentos (Orozco, 2002). El proceso degenerativo de los dvulos, tanto de
las flores masculinas como de la mayoria de los dvulos de las flores de los
individuos “débilmente hermafroditas” de C. spinosissima, comienza cuando ya se
han formado la ovocélula y las sinérgidas. En P. pringlei, las flores de algunos
individuos masculinos presentan évulos con nucela y tegumentos de forma
irregular, pero un saco embrionario con ovoceélula (gameto femenino) y sinérgidas

aparentemente normales.

Las celulas madres de |las microsporas de las flores femeninas de O. stenopetala

no entran a meiosis (Orozco, 2002) y en C. spinosissima, generalmente no
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culminan la primera division meidtica, aunque se han observado algunas tétradas
de microsporas anormales (Strittmatter ef al., 2002). En cambio, a pesar de que no
se han encontrado evidencias de la formacion de tétradas de microsporas
(producto de la meiosis) en las flores femeninas de P. pringlei de la poblacion aqui
estudiada, fueron observadas tanto células con apariencia de microsporas con una
pared de exina (la cual se forma cuando todavia forman parte de |a tétrada), como

granos de polen jévenes, aunque con una configuracion amorfa.

Las alteraciones del androceo de las flores femeninas de P. pringlei corresponden,
principalmente, con las celulas madres de las microsporas y las células del tapete.
Las tres capas restantes de |la pared de |a antera, la epidermis, el endotecio y Ia
capa media, no mostraron diferencias en el desarrollo con respecto a las flores

bisexuales.

La primera manifestacion anormal observada en las células madres de las
microsporas en las flores femeninas de P. pringlei, es la forma ondulada de la
pared de calosa que las rodea. Esta caracteristica no fue observada en las flores
bisexuales de esta especie, ni en ninguna otra del género Pachycereus estudiada
embriologicamente (Nunez-Mariel et al., 2001; Nunez-Mariel et al., datos no
publicados). Los puentes citoplasmicos que atraviesan la pared de calosa entre
celulas madres de las microsporas también se encuentran en Ias flores bisexuales
de P. pringlei, pero son menos evidentes. De acuerdo con Shivanna y Johri
(1985), estos canales comienzan a ser abundantes al inicio de la meiosis y antes

de que ésta concluya, la pared de calosa se hace nuevamente continua.
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En las anteras de las flores femeninas de P. pringlei en las que se observaron
células con apariencia de microsporas recién liberadas de las tétradas, se aprecia
ademas, la hipertrofia de algunas células tapetales que invaden el |6culo de la
antera. En anteras estériles del tabaco se observaron células tapetales
hipertrofiadas que invaden parcialmente el [6culo pero no pierden su arreglo inicial
(Overman y Warmke, 1972). En Sorghum bicolor (L.) Moench, las células del
tapete aumentan tanto su tamano, que practicamente obliteran el |6culo de la
antera, o bien, rompen sus paredes y forman un sincicio intratapetal que puede
ocupar hasta la mitad del |6culo (Worral et al., 1992). Segun Overman y Warmke
(1972), la hipertrofia y la invasién del |6culo de |a antera por las células tapetales,
puede estar vinculada con la retencidn de materiales que normalmente son

utilizados para la nutricion y el desarrollo de las microsporas.

La estructura de los granos de polen jovenes de las flores femeninas de P. pringlei
es anormal. La mayoria de los granos de polen presentan un nucleo, pero no es
dificil encontrar algunos binucleados, posiblemente originados por una citocinesis

incompleta.

La falta de continuidad en |la pared de exina de los granos de polen jovenes de las
flores femeninas de P. pringlei puede ser consecuencia de la formacion irregular
de la pared de calosa que rodea a las células madres de las microsporas. A pesar
de que todavia no se sabe con certeza la manera en que actua la calosa en la
conformacién de la pared de los granos de polen, se piensa que puede ser un

molde para la exina (Chasan, 1992; Worral et al., 1992). En Pergularia daemia
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(Forssk.) Chiov. (Asclepiadaceae), la formacion de |la pared de exina presenta
similitudes con las anteras estériles de P. pringlei (Vijayaraghavan y Shukla,
1977). Ambas especies presentan un patron de depdsito de exina irregular que
incluye zonas con pared de exina continua y glébulos adheridos (aparentemente
de esporopolenina), zonas en las que la pared esta formada solamente por estos
glébulos unidos entre si y zonas que carecen de pared. En la familia
Epacridaceae, se ha observado que las partes fragmentadas de |la exina coinciden
con las zonas de la pared de |a tétrada en donde el depdsito de calosa es escaso

(Ford, 1971 en Vijayaraghavan y Shukla, 1877).

La formacidn de |la pared de exina de los granos de polen depende tanto de las
microsporas como del tapete. Cuando las microsporas son liberadas de la tétrada
tienen ya una delgada capa de exina que incrementa su grosor por la aportacion
de esporopolenina proveniente de las células tapetales a través de los cuerpos de
Ubisch. Una de las caracteristicas mas notables de las anteras estériles de P.
pringlei es |la presencia masiva de globulos adosados a las células tapetales, a los
granos de polen o libres en el Iéculo de |la antera. Estos glébulos pueden ser
derivados de una produccion desmedida de esporopolenina y, como resultado, las
paredes de |los granos de polen presentan una escultura completamente diferente
a la de los granos de polen de las flores bisexuales, pues la esporopolenina es
depositada en forma irregular. En las anteras de cebada que presentan esterilidad
masculina citoplasmica, se ha observado una secrecion fuera de control de
depdsitos de esporopolenina por parte del tapete (Ahokas, 1978 en Shivanna y

Johri, 1985). En este caso, los granos de polen finalmente degeneran ya que no
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reciben los nutrimentos necesarios debido a que la energia celular del tapete esta
dirigida a |a sintesis de los precursores de la esporopolenina. De manera similar,
los granos de polen jovenes de P. pringlei podrian degenerar por una deficiencia
en la nutricién provocada por el funcionamiento anormal del tapete. Aunado a
esto, la discontinuidad de la exina permite la salida del citoplasma hacia el loculo
de la antera, lo que explica que la mayoria de los granos de polen en las anteras

estériles maduras estén vacios.

Los trabajos sobre el desarrollo anormal de dvulos en flores unisexuales, no son
tan abundantes como los referentes al desarrollo de anteras con esterilidad
masculina. No obstante, en la actualidad, el estudio de los évulos ha adquirido un
nuevo impulso, debido al auge de las investigaciones sobre |a regulacion genética
del desarrollo de las estructuras reproductoras en plantas. Estos estudios pueden
ser de utilidad para comprender el origen de las expresiones fenotipicas que dan

lugar a la unisexualidad.

Segun Schneitz et al. (1998), la morfogénesis de los dvulos muestra un patron de
diferenciacion que se caracteriza por el arreglo de tres zonas a lo largo de un eje
proximal-distal en los primordios nucelares. La zona proximal de estos primordios
determina la formacion del funiculo, la zona central corresponde con la calaza y
los tegumentos, y finalmente, la zona distal con el desarrollo de la nucela y el saco
embrionario. De acuerdo con este modelo, los individuos masculinos de P. pringlei

con ovarios que solamente contienen funiculos con pequenas protuberancias
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nucelares, podrian presentar alguna mutacion que esté bloqueando la

diferenciacion de las regiones centrales y distales en los primordios nucelares.

En Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. se han identificado varios genes que afectan
el desarrollo del dvulo (Gasser et al., 1998). Debido a que la principal modificacion
que se observo en los ovulos de las flores masculinas de P. pringlei esta
relacionada con el desarrollo de los tegumentos y la forma de la nucela, son de
particular interés los trabajos sobre las mutaciones que afectan el desarrollo de

estas estructuras.

Los évulos mutantes INO (“inner no outer”) de A. thaliana presentan similitudes
con los évulos anormales de las flores masculinas de P. pringlei, pues pueden
formar saco embrionario, el tegumento interno se desarrolla hasta cubrir la nucela
y el tegumento externo detiene su crecimiento antes de cubrir completamente al

tegumento interno y a la nucela (Baker et al., 1997).

Los mutantes homaocigos INO son capaces de producir semillas, aunque con una
forma diferente a la que presentan las semillas de las poblaciones naturales de A.
thaliana (Baker et al., 1997). Los ovulos de estas poblaciones son anfitropos, por
lo que las semillas que forman tienen el micropilo cerca del hilo. Los dvulos INO
son ortétropos y, por consiguiente, las semillas que originan tienen el micropilo y el
hilo en posiciones opuestas. Ademas, la cubierta de las semillas de las
poblaciones naturales esta integrada por testa y tegmen, en cambio, los

embriones de las semillas INO sélo estan cubiertos por el tegmen (Baker et al.,
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1997). La relacion entre las semillas de las poblaciones naturales de A. thaliana y
los homocigos INO, es muy parecida a la observada entre los individuos
hermafroditas y algunos individuos masculinos de P. pringlei capaces de formar
frutos con semillas. Al igual que en los mutantes INO, el micropilo y el funiculo de
los dvulos de las flores masculinas de P. pringlei se encuentran en posiciones
opuestas, o por lo menos lejanas, y las semillas no forman una region hilo-
micropilar como en las semillas de los individuos hermafroditas. Asi mismo, los
embriones maduros de los individuos masculinos de P. pringlei estan envueltos
casi exclusivamente por el tegmen, debido a que |a testa sélo forma una pequena

cubierta que incluye al hilo pero no al micropilo.

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion podemos plantear
la siguiente interrogante ¢ los individuos de P. pringlei con évulos amorfos pero con
sacos embrionarios estructurailmente normales y con semillas maduras amorfas
pero que no muestran ninguna caracteristica que parezca impedir su germinacion,
deben ser catalogados como masculinos? Si partimos del supuesto de que los
individuos masculinos solo forman polen e inhiben |a produccion de évulos y
semillas “viables”, entonces estamos obligados a reconocer que algunos
individuos de P. pringlei, catalogados por Fleming et al. (1994) como masculinos,
en realidad son hermafroditas. Sin embargo, antes de llegar a esta conclusion, es
fundamental considerar la eficacia de las semillas de estos individuos en relacion a
la supervivencia ante los depredadores y al establecimiento de plantulas en un
ambiente desértico. En este sentido, las posibilidades de éxito de estas semillas

son muy escasas y su contribucion a la adecuacion del morfo se restringe
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exclusivamente a la produccion de polen, por lo que estos individuos deben seguir
siendo considerados masculinos, al menos hasta que se demuestre que sus

semillas son capaces de aportar nuevos individuos a la poblacion.

Tomando en consideracion que la mayoria de las cactaceas columnares que se
han estudiado son hermafroditas (Fleming, 2002), que el origen ontogenético de
los morfos florales de los individuos femeninos y masculinos de P. pringlei es
bisexual y que de acuerdo Fleming et al. (1994) las flores de los individuos neutros
de esta especie presentan androceo y gineceo al igual que el resto de los morfos
florales, es posible suponer que el ancestro de P. pringlei era también
hermafrodita. Por consiguiente, para que esta especie presente sistemas
reproductivos con individuos unisexuales, fue necesario que se originaran y

establecieran mutaciones que provocaran la esterilidad masculina y femenina.

Segun Charlesworth (2002), |la evolucidn directa de un sistema hermafrodita a un
sistema dioico, requiere que se establezcan simultaneamente dos mutaciones
independientes que den lugar tanto a la esterilidad masculina como a la femenina;
sin embargo, la probabilidad de que esto suceda es muy baja. Murawski et al.
(1994) suponen que la mutacion que provoco la esterilidad masculina en las
poblaciones de P. pringlei, se establecid antes que la mutacion que condujo a la
esterilidad femenina, debido a que los individuos femeninos y hermafroditas tienen

una distribucion geografica mas amplia que los individuos masculinos.
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El modelo clasico sobre evolucion de sistemas sexuales en plantas realizado por
Charlesworth y Charlesworth (1978), postula que el ginodioicismo y el
androdioicismo, es decir, aquellos sistemas en donde coexisten individuos
hermafroditas y unisexuales, generalmente no se encuentran en equilibrio y

derivan en sistemas dioicos.

Los datos obtenidos por Fleming et al. (1994) no sustentan la hipotesis de que las
poblaciones ginodioicas y trioicas en esta especie, estan en un estado evolutivo de
transicion hacia un sistema dioico. De acuerdo con Charlesworth y Charlesworth
(1878), para que este proceso se lleve a cabo, es necesario que una vez que se
han establecido las mutaciones que conducen a la esterilidad masculina y
femenina, la adecuacion de los individuos unisexuales debe ser dos veces mayor
que la adecuacion de los hermafroditas. En contraste, Fleming et al. (1994)
encontraron que en las poblaciones estudiadas de P. pringlel, las diferencias entre
las adecuaciones de los morfos sexuales eran menores que las requeridas por el
modelo de Charlesworth y Charlesworth (1978) y |la depresion por endogamia de
los hermafroditas era practicamente inexistente, por lo que las frecuencias de los
diferentes fenotipos en estas poblaciones parecen estar en equilibrio y su
coexistencia puede explicarse a partir de la relaciéon con el murciélago

Leptonycteris curasoae, su principal polinizador (Fleming, 2002).

Murawski et al. (1994) sostienen que un evento crucial en la evolucion de las
poblaciones ginodioicas y tricicas en P. pringlei, fue la duplicacion cromosémica,

ya que esta especie es autotetraploide. Este sistema genético propicia niveles
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bajos de homocigosidad, lo que pudo haber reducido los efectos de la depresion
por endogamia en los individuos hermafroditas. Ademas, el bajo costo de Ia
autofecundacion en este sistema permite el mantenimiento de Ia
autocompatiblidad, que en los individuos hermafroditas de esta especie es de 64%

(Murawski et al., 1994).

Fleming et al. (1994) proponen como una explicacion alternativa para la presencia
de morfos unisexuales de P. pringlei que la depresion por endogamia de los
individuos hermafroditas podia estarse manifestando en la germinacion de las
semillas y en el crecimiento de las plantulas. Sosa y Fleming (1999) compararon el
establecimiento de las plantulas de los individuos hermafroditas y femeninos en
esta especie y concluyeron que sus resultados no apoyan la hipotesis planteada

por Fleming et al. (1994).

De acuerdo con Overman y Warmke (1972), la esterilidad masculina citoplasmica
se caracteriza por la formacion de anteras con polen abortivo, causando que las
flores, inicialmente bisexuales, se conviertan en flores femeninas. Este tipo de
esterilidad esta determinada por genes presentes en el citoplasma de |la ovocélula
y en consecuencia solo se heredan por linea materna (Frank, 1989). Aunque
existe evidencia de que estos genes se encuentran principalmente en las
mitocondrias, algunos estudios han revelado que pueden ser restaurados por
genes nucleares y en consecuencia, se puede recuperar la fertilidad masculina en
generaciones posteriores (Frank, 1989). De esta manera, el origen de la

esterilidad masculina y su mantenimiento a través del tiempo, es resultado de una
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compleja interaccién entre genes citoplasmicos y nucleares, asi como de la
frecuencia y adecuacion de los distintos morfos sexuales en las poblaciones

naturales.

Las similitudes en algunas caracteristicas del desarrollo de las anteras de las
flores femeninas de P. pringlei y las especies que presentan esterilidad
citoplasmica masculina, nos permiten suponer que algunas alteraciones que
impiden la formacion de polen viable en P. pringlei podrian ser heredadas a traves
del genoma citoplasmico. Los resultados obtenidos en la presente investigacion
identifican la expresion fenotipica de la esterilidad masculina en esta especie, pero
es necesario realizar estudios ultraestructurales, genéticos y moleculares con el fin
de detectar evidencias de que las alteraciones en el desarrollo de las anteras son

consecuencia de mutaciones en el genoma de las mitocondrias o de |os plastos.

Ademas de contribuir a determinar |las caracteristicas embriologicas que conducen
a la unisexualidad en P. pringlei, el estudio del desarrollo de las estructuras
reproductoras en esta especie, servira como punto de partida para investigaciones
posteriores que pretendan reconocer la posible variabilidad fenotipica en cada uno
de los morfos, asi como estudiar los genes involucrados en el establecimiento del

polimorfismo sexual en esta especie

Todavia son escasas los estudios sobre la biologia reproductora de la tribu
Pachycereeae y solamente se ha demostrado |la presencia de sistemas sexuales

no hermafroditas en N. mezcalaensis (Valiente-Banuet et al., 1997) y P. pringlei
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(Fleming et al. 1994), sin embargo, muchas especies de esta tribu estan asociadas
a factores que pueden resultar favorables para el establecimiento de individuos
unisexuales en poblaciones inicialmente hermafroditas, aun cuando las
mutaciones que producen alteraciones en el desarrollo temprano de ovulos y
polen, asociadas a la pérdida de su viabilidad, generalmente no son favorecidas
puesto que pueden alterar en forma drastica la biologia reproductora de la
especie, en ciertos casos pueden presentar condiciones que permitan su
permanencia. Debido a que la mayoria de las cactaceas columnares mexicanas
tienen una relacion estrecha con polinizadores eficientes (Valiente-Banuet et al.,
2002), las mutaciones que conducen a la esterilidad masculina o femenina
presentan |la primera condicion para que se puedan fijar en sus poblaciones. Por
otra parte, de acuerdo con Barret (1998), los ambientes aridos (donde se
encuentran muchas especies de esta tribu) pueden promover la evolucion de
plantas con sexos separados en la medida en que los individuos hermafroditas
sean incapaces de mantener las funciones de los érganos sexuales femeninos y
masculinos ante la limitacion de recursos, o bien, pueden incrementar la depresion
por endogamia en los individuos hermafroditas y favorecer la dispersion de las

plantas unisexuales.
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CAPiTULO V

Discusion General

La mayoria de |las caracteristicas embrioldgicas de Pachycereus fulviceps, P.
gaumeri, P. militaris, P. pringlei y Myrtillocactus geometrizans coinciden con las
observaciones realizadas en otras especies de cactaceas (Neumann, 1935;
Banerji y Sen, 1954; Tiagi, 1954, 1967, 1970; Maheshwari y Chopra, 1955,
Chopra, 1957; Engleman, 1960; Kapil y Prakash, 1969; Flores, 2002; Jiménez,
2002; Orozco, 2002; Strittmatter et al., 2002). No obstante, se encontraron
procesos y caracteristicas que no han sido suficientemente documentados en la

familia.

Entre las limitaciones mas comunes para la caracterizacion embriologica de la
familia Cactaceae se encuentran las descripciones inconsistentes de las
estructuras reproductoras y sus procesos de desarrollo, los estudios
fragmentarios, la falta de sistematizacion en la eleccion de taxa y la carencia de
datos en grupos taxondmicos representativos. Estas limitaciones pueden tener
como consecuencia la imposibilidad de utilizar caracteres embrioldgicos como
fuente de informacion taxondmica o el establecimiento de hipotesis filogeneticas

erroneas.

En los primeros trabajos embriolégicos para la familia Cactaceae fue poco
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estudiado el desarrollo de las anteras (Neumann, 1935; Tiagi, 1954, 1967, 1970;
Kapil y Prakash, 1969). Ademas, estas investigaciones se centran en la
microsporogénesis y microgametogénesis, sin abordar el desarrollo de la pared de
la antera, a pesar de que este proceso puede aportar informacion taxonomica

relevante a nivel suprafamiliar.

Johri et al. (1992) mencionan a las cactaceas como un ejemplo de las familias de
angiospermas con desarrollo de |la pared de la antera de tipo monocotiledoneo,
aungue no incluyen este estado de caracter en la diagnosis de la embriologia de
esta familia, ni citan la referencia de donde obtuvieron esta informacion. En el
capitulo Il de esta tesis se hizo la descripcion del desarrollo de la pared de la
antera en P. militaris, siendo ésta la primera publicacion (Nufez-Mariel et al.,
2001) en la que se documenta detalladamente este proceso para una especie de
la tribu Pachycereeae y, posiblemente, para la familia Cactaceae. Posteriormente,
se observo este mismo tipo de desarrollo en la pared de la antera en Pereskia
lychnidiflora (Jiménez, 2002), Opuntia tomentosa var. tomentosa (Flores, 2002) y
O. stenopetala (Orozco, 2002). Los resuitados sugieren que este estado de
caracter podria ser constante para toda la familia, puesto que se ha encontrado en
especies de las subfamilias Pereskioideae, Opuntioideae y Cactoideae. Mas aun,
el desarrollo de la pared de |la antera de tipo monocotiledéneo ha sido descrito en
otras dicotiledoneas, algunas de ellas, al igual que las cactaceas, pertenecientes
al orden Caryophyllales, tales como Amaranthaceae, Chenopodiaceae,

Portulacaceae y Molluginaceae (Davis, 1966), por lo que podria ser una
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caracteristica importante para este grupo taxonémico.

El estudio de la megasporogénesis y la megagametogenesis es fundamental para
poder catalogar el tipo de desarrollo del saco embrionario. En las cactaceas. ha
sido ampliamente referido que el desarrollo del saco embrionario es de tipo
Polygonum (Banerji y Sen, 1954; Tiagi, 1954, 1967, 1970; Maheshwari y Chopra,
1985; Chopra, 1957; Davis, 1966; Kapil y Prakash, 1969; Hernandez-Garcia y
Garcia-Villanueva, 1991; Johri et al., 1992: Flores, 2002); sin embargo, tanto la
megasporogenesis como la megagametogénesis han sido poco documentadas

| fotograficamente. En el capitulo Il de esta tesis se describio este proceso en P.
gaumeri y se observo que se pueden formar tanto triadas como tetradas de
megasporas en distintos dvulos de un mismo ovario. En esta especie también se
observo la division de la célula micropilar de una diada después de la division de
la celula calazal, lo que podria considerarse como un indicio de que la formacién
de triadas de megasporas se debe a la supresion de la segunda division meidtica
de la célula micropilar de |la diada y que el origen del saco embrionario es
monosporico. Independientemente de que se formen triadas o tétradas de
megasporas, siempre se observd en P. gaumeri que la megaspora funcional se
encontraba en el extremo calazal. Estas caracteristicas, aunadas a la presencia de
una ovocélula, dos células sinérgidas, una célula central binucleada y tres células
antipodas, permite establecer que el desarrollo del saco embrionario en P.
gaumeri es de tipo Polygonum y corrobora las observaciones realizadas en P.

militaris (capitulo 1), asi como en otras especies de la misma familia (Neumann.
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1935; Banerji y Sen, 1954; Tiagi, 1954, 1967, 1970, Maheshwari y Chopra, 1955;
Chopra, 1957; Engleman, 1960; Davis, 1966; Kapil y Prakash, 1969; Hernandez-

Garcia y Garcia-Villanueva, 1991; Johri et al., 1992; Flores, 2002).

Algunas categorias tipoldgicas, tales como el desarrollo de la pared de la antera
“tipo monocotileddneo” o el desarrollo del megagametofito “tipo Polygonum”, se
basan en observaciones realizadas inicialmente en ciertos taxa y sirven como
modelo para ser comparadas con caracteristicas o patrones de desarrollo
estudiados en otras angiospermas, las cuales frecuentemente no tienen una
relacion de parentesco cercana. En esta medida, muchas de las clasificaciones de
procesos embriolégicos carecen de contexto filogenético y por lo tanto presentan
limitaciones para la deteccion de caracteres con importancia taxondémica, asi como

para el planteamiento de hipétesis sobre el origen y evolucion de estos caracteres.

Se han manifestado posiciones contradictorias con respecto al tipo de dvulo en la
familia Cactaceae y mas que a interpretaciones diferentes de una misma
estructura, la controversia resulta de la carencia de definiciones precisas de los
distintos tipos de ovulos en las angiospermas. IMirbeI (1829, 1830 en Bouman y
Boesewinkel, 1991) considera que son campilétropos los dvulos que presentan la
calaza cerca del hilo y del micropilo como resultado de la curvatura del ovulo.
Posteriormente, Maheshwari (1950) define a los dvulos campildtropos
simplemente como aquellos que son curvos. Bouman (1984) distingue a los ovulos

con nucela recta, como es el caso de los anatropos y ortotropos, de los que
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presentan nucela curva, tales como los campilétropos y anfitropos, aunque
reconoce que no existen criterios claros para diferenciar entre estos dos ultimos
tipos. Bouman y Boesewinkel (1991) consideran que los évulos campildtropos se
pueden distinguir de los anatropos y ortétropos por la curvatura del saco
embrionario y de la nucela, la cual finalmente propicia la formacion de un embrién

curvo.

En esta tesis se considerd que el tipo de ovulo de P. fulviceps, P. gaumeri, P.
militaris, P. pringlei y M. geometrizans es campilotropo porque presenta nucela
curva y el micrépilo se encuentra cerca del hilo. El término circinétropo fue
descartado para denominar el tipo de ovulo en estas especies debido a que no
describe las caracteristicas de la nucela, ni la posicion del micropilo con respecto
al hilo, de tal manera que se retoma el argumento de Flores y Engleman (1976) de

que este termino debe ser utilizado simplemente para describir al funiculo.

En las cinco especies estudiadas se observo que tanto el endospermo como el
perispermo en las semillas maduras se encuentran muy reducidos, por lo que
fueron catalogadas como no albuminosas y no perispérmicas, en contraposicion a
la afirmacion de Johri et al. (1992), quien identifica a las semillas de las cactaceas

como albuminosas y perispérmicas.

En ciertas ocasiones, las interpretaciones contradictorias de caracteristicas y

procesos embriologicos en las cactaceas se deben a las propias restricciones

161



descriptivas de las clasificaciones tipolégicas (tipo de dvulo, tipo de semilla, etc.),
puesto que las “categorias” o “tipos” que las sustentan no siempre presentan la
suficiente diversidad estructural para representar la variacion de ovulos y semillas

en todos los grupos taxondmicos.

Con el propdsito de registrar esta variacion en la familia Cactaceae se han
realizado algunos esfuerzos para describir la anatomia de ovulos y semillas
(Flores,1976; Flores y Engleman, 1976, Hernandez-Garcia y Garcia-Villanueva,
1991), o bien, la micromorfologia de las semillas maduras (Leuenberger, 1974;
Barthlott y Voit, 1979; Taylor y Clark, 1983; Friedrich y Glaetzle, 1983; Barthlott y
Hunt, 2000, Arias, 2002). Sin embargo, ambos tipos de caracteres han sido
escasamente estudiados de manera conjunta (Bregman,1992), aun cuando
aportan informacion complementaria y las caracteristicas morfoldgicas pueden ser

mejor interpretadas si se conoce su anatomia.

En el capitulo Il de esta tesis se analizaron, mediante métodos feneticos,
caracteres anatomicos cualitativos y cuantitativos de ovulos y semillas, asi como
caracteres micromorfologicos de semillas en 9 especies de la tribu Pachycereeae.
Como resultado del analisis de conglomerados se obtuvo un fenograma formado
por dos grupos principales, el primero constituido por Escontria chiotilla,
Myrtillocactus geometrizans, Polaskia chende y Stenocereus dumortieri, y el
segundo por Pachycereus gaumeri, P. militaris, P. fulviceps, P. pringlei y P.

marginatus. Estos resultados coinciden con las propuestas taxonomicas que
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agrupan de manera independiente al género Pachycereus sensu Barthlott y Hunt
(1993) con respecto a Escontria, Myrtillocactus, Polaskia y Stenocereus (Gibson 'y
Horak, 1978; Cornejo y Simpson, 1997; Terrazas y Loza-Cornejo, 2002; Arias,

2002).

El fenograma generado en esta tesis muestra que las especies estudiadas de
Pachycereus sensu Barthlott y Hunt (1993), aunque forman un conglomerado bien
definido, presentan valores de distancia mayores que los encontrados entre
especies pertenecientes a géneros distintos dentro de la subtribu Stenocereinae.
La distancia entre P. fulviceps y P. pringlei es mayor que la presentada por P.
chende y S. dumortieri; por su parte, P. militaris y P. gaumeri tienen valores de
distancia con P. pringlei mayores que los presentados por M. geometrizans y P.
chende con respecto a S. dumortieri. Pachycereus marginatus es la especie
estudiada de Pachycereinae que mas dista de P. pringlei y su valor es mayor que

la distancia que se encuentra entre E. chiotilla 'y S. dumortieri.

Gibson et al. (1986) sostienen que las especies de la subtribu Stenocereinae
presentan semillas pequenas, rugosas, opacas, con cuticula estriada y con celulas
de paredes convexas, mientras que la subtribu Pachycereinae contiene las
especies que presentan semillas con cuticula lisa y células de paredes
ligeramente convexas o planas. Sin embargo, algunos de estos atributos estan
determinados por varios caracteres que pueden ser analizados

independientemente. Las semillas “rugosas” u “opacas” deben su aspecto a
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caracteres tales como el tipo de cuticula, el relieve de la pared periclinal externa
de la exotesta, los puntos de separacidon entre tres o0 mas células en esta misma
capa y el microrelieve de la pared periclinal externa de |la exotesta. El analisis de
estos caracteres por separado nos permite describir con mayor precision las
semillas que se encuentran en estados intermedios y que dificilmente pueden ser

catalogadas como “rugosas”o‘lisas”, o bien, “opacas” o “brillosas”.

El analisis cladistico de Pachycereus realizado por Arias (2002) incluye tres
caracteres micromorfologicos de las semillas. Segun este autor, la forma plana de
la pared periclinal de |la semilla en la region lateral, la presencia de quilla en la
periferia de la testa y el microrelieve liso de la pared periclinal de la semilla son

sinapomorfias para la subtribu Pachycereinae.

El analisis de componentes principales generado en esta tesis (capitulo |Il)
identifica un mayor numero de caracteres capaces de discriminar entre los grupos
formados por las especies estudiadas de las subtribus Pachycereinae y
Stenocereinae sensu Gibson y Horak (1978). De acuerdo con este analisis,

P. gaumeri, P. militaris, P. fulviceps y P. pringlei (subtribu Pachycereinae) se
distinguen de E. chiotilla, M. geometrizans, P. chende y S. dumortieri (subtribu
Stenocereinae) por los siguientes caracteres anatomicos y micromorfoldgicos: el
tipo de borde y la profundidad de la region hilo-micropilar en la semilla, la relacion
entre el largo micropilar y el largo maximo del 6vulo, el tipo de cuticula en la

semilla, la curvatura del embrion maduro, los puntos de separacion entre tres o
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mas células de |la exotesta, el relieve de |la pared periclinal externa de |la exotesta,
la distancia relativa del tegumento externo libre ventral en el dvulo, el ancho y el
largo de la semilla, la forma de |a pared periclinal externa de |la exotesta y la
curvatura de la nucela en el évulo. Los once primeros caracteres presentaron
cargas con valores absolutos mayores o iguales a 0.8 para el primer componente
principal (58% de la variacion explicada) y el ultimo caracter presenté la mayor
carga (0.78) para el segundo componente principal (13% de la variacion

explicada).

Pachycereus fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei comparten menor
largo micropilar, menor largo del tegumento externo libre ventral, mayor curvatura
del embridén y mayor largo y ancho de las semillas que las especies de
Stenocereinae estudiadas; ademas, el relieve de la pared periclinal de la exotesta
plano, la cuticula de la exotesta lisa, el borde de la region hilo-micropilar no
expandido, la regidon hilo-micropilar superficial o ligeramente impresa y la exotesta

con hoyos diminutos o no diferenciados.

Algunos caracteres cuantitativos utilizados en este analisis muestran
discontinuidades numeéricas en la variacion que sugieren su utilidad potencial en el
reconocimiento de estados de caracter. Con respecto al tamano de las semillas, P.
fulviceps, P. gaumeri, P. militaris y P. pringlei presentan valores de 2.7 a 5.2 mm
para el largo y de 2.0 a 3.7 mm para el ancho, mientras que E. chiotilla, M.

geometrizans, P. chende y S. dumortieri tienen valores de 1.6 a 1.8 mm para el
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largo y de 1.1 a 1.3 para el ancho. Asi mismo, Pachycereus fulviceps, P. gaumeri,
P. militaris y P. pringlei tienen valores para la relacion entre el largo micropilar y el
largo maximo del 6vulo que varian de 0.14 a 0.15, para la curvatura del embrion
de 182° a 233° y para la distancia relativa del tegumento externo libre ventral de
0.08 a 0.13, a diferencia de E. chiotilla, M. geometrizans, P. chende y S.
dumortieri, cuyos valores para estos mismos caracteres son de 0.20 a 0.27, 120° a

172°y 0.15 a 0.18, respectivamente.

Los 6vulos y semillas de P. marginatus comparten caracteristicas con el resto de
las especies de Pachycereus estudiadas y con E. chiotilla, M. geometrizans, P.
chende y S. dumortieri. Esto explica la posicién intermedia que esta especie
presenta en la grafica de componentes principales, la cual parece reflejar la
inestabilidad taxonémica de esta especie, puesto que ha sido colocada tanto en
Pachycereus (Britton y Rose, 1920; Gibson y Horak, 1978; Barthlott y Hunt, 1993)
como en Stenocereus (Buxbaum, 1961; Bravo-Hollis, 1978), y de acuerdo a una

de las propuestas mas recientes, en Lophocereus (Arias, 2002).

Para probar |a relevancia de los caracteres anatémicos y micromorfologicos de
ovulos y semillas en la delimitacion genérica de la tribu Pachycereeae, es
necesario estudiar un mayor numero de especies y evaluar si existen patrones de
variacion en estos caracteres que permitan reconocer taxa infratribales. Asi
mismo, es importante analizar si las discontinuidades numéricas observadas en

caracteres anatomicos de 6vulos y semillas son estadisticamente significativas
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para distinguir entre especies o grupos de especies y puedan ser codificadas e

incorporadas a futuros analisis cladisticos de la tribu.

En el presente estudio se encontrd que la mayoria de los caracteres embriologicos
que muestran diferencias entre especies estan asociados a las estructuras
reproductoras maduras. Probablemente esto se debe a que |as variaciones de los
procesos de desarrollo de los drganos sexuales pueden tener como consecuencia
la formacion de anteras y dvulos estériles, lo que a su vez puede conducir al
establecimiento de individuos con flores funcionalmente unisexuales y madificar

drasticamente |la biologia reproductora en una especie.

La embriologia de cactaceas con sistemas sexuales no hermafroditas es poco
conocida (Partitt, 1985). El sistema sexual trioico de P. pringlei es una
caracteristica poco comun, no solamente entre las cactaceas sino en las
angiospermas en general (Parfitt, 1985; Richards, 1986; Ainsworth, 2000).

En el capitulo IV de esta tesis se realizo el estudio embriolégico comparativo de
los morfos florales de P. pringlei. Ademas de esta especie, se sabe que Opuntia
robusta presenta poblaciones con individuos hermarroditas, masculinos y
femeninos (Del Castillo y Gonzaiez-Espinosa, 1988), aunque a diferencia de P.
pringlel, no se han reportado individuos neutros y no ha sido estudiada la

ontogenia de sus morfos sexuales.

Tomando en consideracion que Neobuxbaumia mezcalaensis presenta un sistema
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sexual androdioico (Valiente-Banuet et al., 1997) y pertenece a la tribu
Pachycereeae, al igual que P. pringlei, seria de particular interés comparar la
ontogenia de |las flores masculinas entre ambas especies y determinar si
presentan un patron de desarrollo comun. Aungue, esto todavia no es posible
debido a que el trabajo que describe su sistema sexual esta centrado en el estudio

de la polinizacion y no incluye el desarrollo de los érganos sexuales.

Solamente se han estudiado embriologicamente otras dos especies de cactaceas
con sistemas reproductores no hermafroditas, Consolea spinosissima (Strittmatter
et al., 2002) y Opuntia stenopetala (Orozco, 2002). Las anteras de las flores
femeninas de estas especies detienen su desarrollo en etapas anteriores a las
observadas en P. pringlei. En cuanto al desarrollo de los ovulos, P. pringlei
comparte con O. stenopetala que en uno de los morfos florales masculinos se
forman primordios nucelares que no desarrollan tequmentos y se mantienen en
esta etapa hasta la antesis. Otro de los morfos florales masculinos de P. pringlei y
las flores masculinas de C. spinosissima tienen en comun la formacion de sacos
embrionarios; sin embargo, en C. spinosissima éstos eventuaimente degeneran,
mientras que en P. pringlei contindan su desarrollo normal hasta la antesis,

aungue la nucela y los tegumentos que los rodean tengan una apariencia amorfa.

Las primeras caracteristicas anormales observadas en las anteras de la flores
femeninas de P. pringlei son las ondulaciones de |a pared de calosa de las celulas

madres de las microsporas. Ademas, algunos pares de estas células estan unidos
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por gruesos puentes citoplasmicos en zonas con paredes de calosa sumamente

delgadas.

Aungue en los individuos femeninos de |a localidad de P. pringlei aqui estudiada
todavia no se han observado anteras con celulas madres de las microsporas
dividiendose meidticamente, ni con tétradas de microsporas, es factible que este
proceso se lleve a cabo en este morfo, ya que si fueron observadas celulas con
apariencia de microsporas rodeadas por una pared de exina, |la cual es secretada
inicialmente por la propia microspora cuando aun forma parte de |a tétrada al
culminar la meiosis. En estas anteras también se observaron manifestaciones
anormales en el desarrollo del tapete, pues algunas células se hipertrofian e
invaden el loculo de |la antera, lo que puede estar asociado con la retencion de

nutrimentos para las microsporas.

Los granos de polen jovenes de las flores masculinas de P. pringlei son amorfos,
muchos estan hipertrofiados y algunos son binucleados. La pared de los granos de
polen en esta etapa tiene una conformacion completamente irregular, es
discontinua en ciertas zonas y se encuentran adosados numerosos globulos,
aparentemente de esporopolenina. Estos gidbulos no siguen el patron de deposito
que se observa en la escultura de la exina de los granos de polen jovenes en las
flores perfectas y parecen derivar de una secrecion desmedida de esporopolenina

por parte del tapete.
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La mayoria de los granos de polen en las anteras maduras estériles de P. pringlei
ya han perdido su protoplasma, solo eventualmente se pueden observar algunos
granos de polen hipertrofiados que todavia lo conservan. El contenido de los
loculos en estas anteras esta constituido basicamente por conglomerados de
paredes de granos de polen. La ausencia de protoplasma en los granos de polen
maduros puede ser explicada por la falta de continuidad en la pared de exina de
los granos de polen jovenes en las flores femeninas, lo que permite su salida hacia
el loculo de la antera, o bien, por la incapacidad del tapete para proveer los
nutrimentos necesarios para el desarrollo de los granos de polen jévenes
provocando que finalmente degeneren. Por otra parte, las paredes de los granos
de polen en estas anteras frecuentemente estan unidas entre si, presentan zonas
sumamente gruesas y estructuras globulares adosadas que forman una escultura
completamente diferente a la que se encuentra en las paredes de exina del polen

en las flores de los individuos hermafroditas.

Se observaron caracteristicas de las alteraciones en el desarrollo de la antera de
las flores femeninas de P. pringlei similares a las observadas en especies con
esterilidad citoplasmica masculina. Los resultados obtenidos en la presente
investigacion identifican las expresiones fenotipicas de la esterilidad masculina en
asta especie, pero es necesario realizar estudios ultraestructurales, geneticos y
moleculares con el fin de detectar evidencias de que las alteraciones en el
desarrollo de las anteras pudieran ser consecuencia de posibles mutaciones en el

genoma de las mitocondrias o de los plastos.
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De acuerdo con las observaciones realizadas en |la presente investigacion se
identificaron dos morfos florales para los individuos masculinos de P. pringlei. Las
flores en antesis observadas mas frecuentemente presentan ovarios con funiculos
que terminan en protuberancias nucelares que no desarrollan tegumentos. En
otros individuos masculinos, los ovarios de Ias flores en antesis contienen
funiculos que terminan en un primordio nucelar que no forma tegumentos y
algunos funiculos que sostienen évulos anormales. Estos évulos presentan muy
diversas formas, pero generalmente estan conformados por una nucela rodeada
completamente por el tegumento interno y sélo en la regidn basal por el tegumento

externo.

La presencia de ovarios que contienen solamente funiculos con pequenas
protuberancias nucelares apicales en algunos de los individuos de P. pringle,
puede deberse a |a alteracion en el desarrollo de las regiones centrales y distales
de los primordios de ovulo, ya que segun el modelo de Shneitz ef al. (1998), la
region central determina la formacion de la calaza y los tegumentos mientras que
la regidn distal es responsable de |la diferenciacion de la nucela y del saco

embrionario.

Aunque solamente en uno de los dvulos con un desarrollo anormal de la nucela y
los tegumentos se observo un saco embrionario constituido por ovoceélula,

sinérgidas y una célula central con un nucleo secundario (producto de la fusién de
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los nucleos polares), es probable que el resto de los évulos formados por
individuos pertenecientes a este morfo tambien presenten sacos embrionarios que
estructuralmente no muestren ningun impedimento para ser fecundados, ya que
estos individuos producen semillas que incluyen embrion y endospermo. En
algunos individuos pertenecientes a este morfo se observaron frutos con unas
cuantas semillas maduras anormales, pero en otros, los frutos estaban repletos de

ellas.

Los estudios sobre |a regulacion genética del desarrollo de los dvulos en
Arabidopsis thaliana (Gasser et al. 1998; Schneitz, 1999) pueden ser Utiles para
entender el origen de las expresiones fenctipicas que han conducido a la
unisexualidad en otras angiospermas. Los 6vulos producidos por el mutante INO
(“inner no outer”) de A. thaliana presentan el fenotipo mas parecido a |los ovulos de
las flores masculinas de P. pringlei, pues también forman un saco embrionario
normal, el tegumento externo detiene su crecimiento en etapas tempranas de
desarrollo y el tegumento interno continda su desarrollo hasta cubrir la nucela

(Baker et al. 1997).

De acuerdo con Angenent y Colombo (1996), el hecho de que algunos mutantes
de A. thaliana y Petunia hybrida posean ovulos en los que uno de los tegumentos
puede desarrollarse mientras que el otro detiene su crecimiento, como también

sucede en algunas flores masculinas de las poblaciones naturales de P. pringlei,

puede ser indicador de un origen evolutivo independiente para ambos tegumentos.
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El embridn de las semillas anormales de P. pringlei puede ser recto o presentar
diversos grados de curvatura, pero en la mayoria de los casos observados, los
cotiledones y el hipocaétilo estuvieron relativamente bien diferenciados. En estas
semillas, generalmente el embridn se encuentra cubierto en su totalidad por el
tegmen pero parcialmente por la testa, ademas, el hilo y el micrépilo tienen
posiciones distantes. Por su parte, los mutantes homacigos INO de A. thaliana son
capaces de producir semillas viables con una forma distinta a la que presentan las
semillas de las poblaciones naturales de esta especie y de manera similar a
algunos individuos masculinos de P. pringlei, el hilo y el micropilo se encuentran
en posiciones opuestas y el embrion esta cubierto sdlo por el tegmen (Baker et al.

1997).

Baker et al. (1997) observaron que las semillas producidas por los mutantes INO
de A. thaliana, con frecuencia germinaban antes de perder humedad, estando
todavia dentro del fruto. Aungue no se hicieron pruebas de germinacion en las
semillas anormales de P. pringlei, es factible que también puedan germinar antes
de desecarse, debido a que los embriones estan relativamente bien formados y la
testa solo cubre los cotiledones, e incluso, la apariencia de estas semillas en el

fruto corresponde al de un fenédmeno de viviparidad.

Tomando en consideracion que la mayoria de las cactaceas son hermafroditas

(Fleming, 2002) y que el origen ontogenético de las flores de los individuos
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unisexuales de P. pringlei es bisexual, puesto que presentan androceo y gineceo
desde las primeras etapas de desarrollo, podemos pensar que el ancestro de esta

especie también era hermafrodita.

Segun Murawski et al. (1994), la mutacion que provoco la esterilidad masculina en
P. pringlei, probablemente se produjo antes que la mutacion que provoco la
esterilidad femenina, puesto que la distribucion geografica de los individuos
femeninos y hermafroditas en esta especie es mas amplia que la que presentan

los individuos masculinos.

Los resultados obtenidos por Fleming et al. (1994, 1998) y Sosa y Fleming (1999)
revelaron que las poblaciones trioicas de esta especie se encuentran en equilibrio
y por lo tanto no estan en un estado evolutivo de transicion hacia un sistema dioico
como postula el modelo tedrico de Charlesworth y Charlesworth (1978) para

especies con poblaciones que incluyen individuos hermafroditas y unisexuales.

Fleming et al. (1994) explican la coexistencia de individuos hermafroditas,
masculinos, femeninos y neutros en algunas de las poblaciones de P. pringlei a
partir de |la condicion autotetraploide de esta especie. También a una mayor
adecuacion de los individuos unisexuales con respecto a los hermafroditas y a la
abundancia de su principal polinizador, el murciélago Leptonycteris curasoe. Sin
embargo, estos autores reconocen que pueden existir otros factores involucrados.

por lo que todavia es necesario realizar estudios genéticos.



La caracterizacion embrioldgica de los individuos hermafroditas, femeninos y
masculinos de P. pringlei identifica las etapas de desarrollo en que los 6rganos
femeninos o masculinos pierden su funcién y define el momento de transicion de
un estado bisexual a uno unisexual. Esta transicién es establecida por las
mutaciones en los genes que tienen una funcion importante en la ontogenia del

androceo o del gineceo.

Las alteraciones en el desarrollo de anteras, ovulos y semillas que conducen a la
esterilidad masculina o femenina son las expresiones fenotipicas de los genes
relacionados con la determinacion del sexo. De aqui su importancia para
comprender las bases genéticas y moleculares que han dado lugar a la separacion
de sexos en P. pringlei. Su entendimiento contribuira al establecimiento de
hipotesis sobre los mecanismos evolutivos que han dado lugar a un sistema

sexual tan complejo como el que presenta esta cactacea columnar.
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CAPITULO VI

Conclusiones Generales

La caracteristicas del desarrollo de la antera, el dvulo y la semilla son similares
entre Pachycereus gaumeri, P. militaris, P. fulviceps, P. pringlei y Myrtillocactus
geometrizans. Esto sugiere que la mayoria de los caracteres embriolégicos son
consistentes en la tribu Pachycereeae. Los caracteres que muestran diferencias
significativas entre especies, son aquellos que describen |la anatomia y la

micromorfologia de anteras, dvulos y semillas en la madurez.

Los caracteres anatomicos cuantitativos de dvulos y semillas son una fuente
potencial de informacion taxondmica que podria ser incorporada a los estudios

filogenéticos de la familia Cactaceae.

El analisis fenético, basado en caracteristicas anatémicas y micromorfolégicas de
ovulos y semillas de las especies estudiadas, concuerda con las hipotesis
filogenéticas que separan a Pachycereus de Myrtillocactus, Escontria, Polaskia y

Stenocereus.

El estudio embriolégico de los morfos sexuales de P. pringlei corrobora la

existencia de individuos estériles masculinos, estériles femeninos y hermafroditas
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en las poblaciones estudiadas de esta especie. Los morfos florales funcionalmente

unisexuales tienen apariencia de flores perfectas.

Debido a que la mayoria de las cactaceas columnares son hermafroditas, y a que
las flores unisexuales de P. pringlei tienen un origen ontogenético bisexual, se

sugiere que el ancestro de esta especie era hermafrodita.

La esterilidad masculina esta determinada por alteraciones en el desarrollo de las

células madres de las microsporas y de las células tapetales.

Las caracteristicas embriolégicas que conducen a la formacion de polen estéril en
las flores femeninas, tienen similitudes con especies que presentan esterilidad
citoplasmica masculina. Sin embargo, se requieren estudios ultraestructurales,
geneticos y moleculares para determinar si el genoma citoplasmico esta

involucrado en las alteraciones del desarrollo de las anteras en P. pringlei.

Los individuos masculinos presentan dos tipos florales. En uno de ellos, solamente
se desarrolla |la region basal del primordio nucelar para dar lugar a funiculos que
terminan en protuberancias nucelares que nunca llegan a formar tegumentos. En
el otro, se producen Avulos con alteraciones en el desarrollo de los tegumentos y
la nucela. La formacion, tanto del gameto femenino como de embriones en este
ultimo tipo floral, indica la presencia de évulos viables, aunque con un desarrollo

anormal.
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La embriologia comparada de los morfos sexuales en P. pringlei, permite
reconocer las manifestaciones fenotipicas de los genes involucrados en la
diferenciacion sexual. Esta informacion puede ser relevante para entender los
mecanismos evolutivos que dan origen a la unisexualidad a partir de un sistema

hermafrodita.
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