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RESUMEN

Las compilaciones bibliograficas realizadas por Davis (1966), Nagendran y Dinesh (1989)
y Johri et al. (1992) muestran que la embriologia de la familia Fouquieriaceae no ha sido
completamente estudiada. Con el propésito de contribuir con este tipo de conocimiento,
en la presente investigacion se estudid el desarrollo de la pared de la antera, la
microsporogénesis, la microgametogénesis, la morfologia del grano de polen maduro, el
tipo de évulo, la megasporogénesis y la megagametogénesis de Fouquieria fasciculata
(Roem. et Schult.) Nash (subgénero Bronnia).

Las observaciones muestran que en etapas tempranas del desarrollo floral los
estambres muestran diferencias en la longitud del filamento y la forma del tejido conectivo.
En ambos tipos, el desarrollo de la pared de la antera corresponde al tipo dicotiledéneo y
consiste de cuatro capas uniestratificadas. El tapete es de tipo secretor con uno o dos
nucleos. Los cuerpos de Ubisch se agregan para formar racimos alargados. La pared de
la antera madura consiste solo de la epidermis y el endotecio con engrosamientos en
forma de barra. Las tétradas de microsporas son tetraédricas. Los granos de polen
maduros son prolados, tricolporados con exina tectada reticulada y se dispersan como
monadas en etapa bicelular.

La placentaciéon es axial en la base del ovario, y es parietal en el resto del ovario,
en esta zona se presentan tres placentas septiformes. El 6vulo es anatropo, bitégmico y
tenuinucelado. Las células de la epidermis interna del tegumento interno se diferencian en
un tapete tegumentario. La célula funciona directamente como la célula madre de las
megasporas. Esta se divide meidticamente formando una tétrada lineal de megasporas
con la funcional en posicion calazal. El tegumento interno forma el micrépilo. El desarrolio
del saco embrionario es monospérico de tipo Polygonum y en la madurez desarrolla un

brazo haustorial que le confiere la forma de “L".



INTRODUCCION

La familia Fouquieriaceae De Candolle comprende un solo género, Fouquieria Humboldt,
Bonpland y Kunth dividido en tres subgéneros: Fouquieria, Bronnia e Idria con 11
especies en total. Su distribucién se restringe a las zonas aridas y semiaridas del norte-
centro de México y suroeste de Estados Unidos (Henrickson, 1972). Estas plantas son
tipicas de los desiertos mexicanos algunas de las especies mas representativas son
“Idria” (Fouquieria collumnaris) y el “ocotillo” (Fouquieria splendens) (Zamudio, 1995).

La familia Fouquieriaceae incluye arbustos o arboles de tallos lefiosos o
suculentos con espinas, la corteza es exfoliante y las hojas son deciduas (Zamudio,
1995; Ezcurra y Medina, 1997). Esta familia se caracteriza por el modo de desarrollo de
las espinas, en éstas, las células fibrosas son una extension directa del cortex; por la
presencia de una red anastomosica del tejido de almacenamiento de agua en el cortex y
por el cambio de la placentaciéon parietal en la flor a una placentacion axial en el fruto
(Henrickson, 1969b,1972).
| La familia Fouquieriaceae ha sido estudiada desde el punto de vista taxonémico
(Nash, 1903; Henrickson, 1972: Schultheis y Baldwin, 1999, anatomico (Robinson, 1904,
Humphprey, 1935; Henrickson, 1969a, 1969b; Nedoff et al., 1985; Carlquist 2001),
fitoquimico (Dahlgren et al., 1976; Scogin, 1977; Jensen y Nielsen, 1982), y ecolbgico
(Darrow, 1943, Humphrey y Werner, 1969; Waser, 1979; Scott ef al., 1993, Nabhan et al.,
2000). Los unicos estudios relacionados con el desarrollo floral y la embriologia en la
familia Fouquieriaceae han sido realizados por Johansen (1936), Mauritzon (1936), Khan
(1943), Henrickson (1967) y Govil (1970).

La escasa e incompleta informacion sobre la biologia y principalmente los
aspectos relacionados con la embriologia y desarrollo floral hacen necesario iniciar

estudios que aborden estos temas.



En la presente investigacién se estudié en detalle el desarrollo de la pared de la
antera, la microsporogénesis, la microgametogénesis, la morfologia del grano de polen
maduro, el tipo de 6vulo, la megasporogénesis y la megagametogénesis de Fouquieria
fasciculata (Roem. et Schult) Nash, (subgénero Bronnia) para contribuir con el

conocimiento de los caracteres embrioldgicos de la familia Fouquieriaceae.



ANTECEDENTES

TAXONOMIA DE LA FAMILIA FOUQUIERIACEAE

Las relaciones filogenéticas de Fouquieriaceae han sido controversiales desde las
primeras descripciones de la familia. Nash (1903) realiz6 la primera revisiéon taxondémica.
Este autor sugiere que Fouquieriaceae tiene relacion con algunos miembros de la familia
Polemoniaceae, debido a que en ambas familias el ovario es sUpero, el tipo de
placentacion es parietal, el estilo es hueco y la corola es gamopétala. Con base en las
diferencias morfolégicas de la flor y en el habito de crecimiento, Nash (1903) reconocid
dos géneros dentro de la familia Fouquieriaceae distribuidos en México y parte de
Estados Unidos. El primero de estos géneros es Fouquieria, conformado por seis
especies: F. splendens, F. campanulata, F. peninsularis, F. magdougalii, F. formosay F.
fasciculata. Son arbustos o arboles con ramificaciones en el tronco cuyas flores se
distinguen por presentar la corola roja y los estilos mas o menos unidos pero libres en el
apice. El otro género monoespecifico es Idria, representado por Idria columnaris. Esta es
una planta columnar cuya flor se caracteriza por tener estilos unidos, la corola es amarilla
y los tallos normalmente no se ramifican.

Govil (1970) basado en caracteres embriolégicos tales como la presencia de
6vulos anatropos, bitégmicos y tenuinucelados; el tapete tegumentario; el desarrollo del
saco embrionario de tipo Polygonum; la formacion de un haustorio en el saco embrionario
maduro; un endospermo celular y la embriogénesis de tipo Asterado, propone que la
familia Fouquieriaceae debe ser considerada como parte del orden Tamaricales junto con
la familia Tamaricaceae.

Henrickson (1972) recopil6 la informacion existente acerca de la familia e incluyé
en su trabajo informacion sobre la morfologia y anatomia de las estructuras vegetativas y

reproductoras, la polinizacion, la ecologia, asi como datos citolégicos.



Con base con el analisis de la informacién recopilada, Henrickson (1972) propone
que la familia Fouquieriaceae esta conformada Unicamente por el género Fouquieria,
dividido en tres subgéneros: Fouquieria, Bronnia e Idria con 11 especies.

Ademas este autor dividi6 al subgénero Fouquieria en dos secciones: Fouquieria,
que comprende a F. burragei, F. diguetti, F. macdougalii, F. formosa, F. leonilae y F.
ochoterenae; y la seccién Ocotilla con F. splendens, F. splendens ssp. campanulata var.
albiflora, F. spfendens ssp. breviflora y F. shrevei. El subgénero Bronnia esta integrado
por F. purpusii y F. fasciculata. Por Gltimo, el subgénero I/dria que comprende solo a F.
columnaris.

Schultheis y Baldwin (1999) realizaron un estudio filogenético de la familia
Fouquieriaceae considerando los datos moleculares de secuencias de una region
espaciadora de transcripcion interna (ITS) del rDNA 18S-26S. Los resultados apoyan la
monofilia del género Fouquieria, y por ende, de la familia Fouquieriaceae. Ademas, los
subgéneros Fouquieria, Idria y Bronnia, propuestos por Henrickson (1972) fueron también
apoyados como monofiléticos. Mientras que dentro del subgénero Fouquieria, no existen
datos moleculares que apoyen la existencia de las secciones Ocofilla y Fouquieria
también propuestas por Henrickson (1972).

De acuerdo con Schultheis y Baldwin (1999) debido a la carencia de un grupo
externo preciso para la familia Fouquieriaceae no se puede reconocer cual es la condicion
ancestral del habito de crecimiento, el suculento o el lefioso, y lo mismo ocurre con la
pigmentacion roja o blanco-amarilla de las flores. Los resultados apoyan la propuesta de
origenes poliploides para algunas especies dentro de la familia, tales como F. burragei y
F. diguetti. La familia Fouquieriaceae ha sido colocada repetidamente entre las Ericales o
Tamaricales, su posicidn taxonémica es resuelta con las secuencias de ITS del rDNA

18S-26S, apoyando su cercania filogenética con las Ericales (Schultheis y Baldwin, 1999).



El estudio de la anatomia de la madera desde un punto de vista sistematico se ha
realizado en las 11 especies de la familia Fouquieriaceae (Carlquist, 2001).

Los resultados presentados por Carlquist (2001) sugieren que la madera de
Fouquieria es de tipo mesomorfico, excepto en F. columnaris, F. purpusii y F. fasciculata,
consideradas como suculentas, en estos casos, la madera es xeromorfica y se caracteriza
por poseer un tejido de almacenamiento de agua que se origina por la proliferaciéon de
parénquima axial y radial. La anatomia de la madera de estas tres especies es similar al
de las especies de zonas semiaridas.

El analisis de los caracteres de la madera, tales como la presencia de parénquima
axial difuso, traqueidas fibrosas y radios heterogéneos de tipo Il apoyan la propuesta de

que Fouquieriaceae debe ser incluida dentro del orden Ericales (Carlquist, 2001).

EMBRIOLOGIA DE LA FAMILIA FOUQUIERIACEAE

Las compilaciones bibliograficas realizadas por Davis (1966), Nagendran y Dinesh (1989)
y Johri et al. (1992) muestran que la embriologia de la familia Fouquieriaceae no ha sido
completamente estudiada.

Johansen (1936) presenté uno de los primeros trabajos sobre la embriologia del
género Fouquieria, realizd observaciones en Fouquieria splendens, F. peninsularis y F.
burragei. En esta obra, el autor hace una descripcién del ovario, 6vulo, megagametofito,
fecundacion, embriogénesis, endospermo y los nimeros cromosomicos.

De acuerdo con Johansen (1936) el ovario tiene tres placentas parietales
septiformes, ocasionalmente éstas se unen para formar un ovario trilocular. Cada placenta
presenta tres 6vulos anatropos. Los 6vulos son bitégmicos, el tegumento interno se
origina primero que el externo y ambos revisten a la nucela. Los 6vulos se caracterizan
por presentar un tapete tegumentario y un tipo especial de células alargadas de paredes

engrosadas de origen nucelar denominadas epistase. También observé que la célula



arquesporial estd rodeada por la epidermis nucelar uniestratificada. La célula
arquesporial se divide y da origen a una célula con un nicleo en cada polo,
posteriormente una segunda divisién origina una célula con cuatro nucleos y ocurre una
tercera division.

Johansen (1936) afirma que el desarrollo del saco embrionario es tetrasporico de
tipo Adoxa y en la madurez forma un brazo haustorial. En F. splendens el saco
embrionario maduro es octanucleado, mientras que en F. peninsularis y F. burragei es
pentanucleado o hexanucleado. La fecundacién es porégama y el endospermo es de tipo
celular.

Mauritzon (1936) describié las caracteristicas embriolégicas de F. splendens. De
acuerdo con sus observaciones el 6vulo es tenuinucelado y bitégmico. La nucela es
evidente en el dvulo joven, después desaparece completamente y el saco embrionario
queda en contacto con el tegumento interno. Mencion6é que el desarrollo del saco
embrionario es monosporico.

De acuerdo con Mauritzon (1936), el desarrollo de endospermo es de tipo celular,
la primera division celular forma una pequefa camara micropilar y una larga camara en
posicién calazal desde la cual un haustorio lateral se desarrolla. El propio endospermo se
desarrolla a partir de una célula formada en el apice de la cAmara calazal cuyos nucleos
después migran hacia el haustorio.

Khan (1943) realiz6 un andlisis cuidadoso de los resultados y conclusiones de
Johansen (1936) sbbre el desarrollo del 6évulo y del saco embrionario en Fouquieria y
llevé a cabo observaciones en material procesado del saco embrionario de F.
peninsularis. También encontré que la nucela en Fouquieria es reducida con 1-2 capas
de células y que la célula madre de la megaspora se localiza por debajo de la epidermis
nucelar. Ademas observé que la nucela desaparece completamente durante el desarrollo

del saco embrionario y éste queda en contacto directo con el tegumento interno, el cual



forma el micropilo y estad bien desarrollado presentando varios estratos. Kahn (1943)
sefiald que las células alargadas de paredes engrosadas que constituyen la epistase son
parte del tegumento interno. De igual forma observé que el desarrollo del saco
embrionario es monospérico y el 6vulo tiene un suplemento vascular en la rafe.

Davis (1966), Nagendran y Dinesh (1989) y Jhori et al. (1992) describen las
siguientes caracteristicas para la familia Fouquieriaceae de acuerdo con los datos
embriologicos sefialados por Johansen (1936), Mauritzon (1936), Khan (1943),
Henrickson (1967) y Govil (1970). La antera es tetrasporangiada con dehiscencia
longitudinal. El tapete es secretor. Los granos de polen son tricolporados, elipticos y se
dispersan en etapa unicelular. El 6vulo es anatropo, bitégmico y tenuinucelado. El
tegumento interno forma el micrépilo. La célula arquesporial funciona directamente como
la célula madre de las megasporas en la cual la citocinesis acompafa a la meiosis. La
megaspora calazal de una tétrada lineal o triada se desarrolla en el saco embrionario
monosporico de tipo Polygonum. Las sinérgidas son piriformes, los nucleos polares se
fusionan antes de la fecundacién, mientras que las tres antipodas degeneran antes de la
fecundacién. Un endotelio encierra al saco embrionario. Por ultimo, describen que el
desarrollo del endospermo es de tipo celular. En Fouquieria splendens la primera division
del nucleo primario del endospermo forma una camara pequena en el extremo micropilar
y una camara larga en la zona calazal de la cual se origina un haustorio lateral.

Henrickson (1967) estudié las caracteristicas palinolégicas de Fouquieria
splendens, F. campanulata, F. burragei, F. diguetti F. macdougalii, F. purpusii, F.
formosa, F. fasciculata, F. leonilae, F. ochoterenae, F. shrevei y F. columnaris, con el fin
de analizar la variacion interespecifica. Observé que los granos de polen de
Fouquieriaceae son tricolporados, eureticulados subtectados. La exina consiste de sexina

y una capa basal de nexina. La sexina esta conformada por baculas columnares (la



endosexina) y un tectum (la ectosexina). La intina muestra dos zonas, una externa menos
electro-densa y una zona interna mas electro-densa la cual contiene celulosa.

De acuerdo con Henrickson (1967), los granos de polen estan asociados a aceites
amarillentos y se caracterizan por tener: a) grandes engrosamientos de nexina hacia los
polos, b) una disminucion de la reticulacion en los polos y a lo largo de los margenes del
colpo y c) la ausencia de engrosamientos de nexina alrededor de las aperturas.

De igual manera, Henrickson (1967) realiz6 una comparacion del polen de
Fouquieriaceae con el de algunos érdenes posiblemente relacionados, como Tamaricales,
- Ebenales y Polemoniales. El resultado de la comparaciéon sugiere una relacion mas
estrecha de Fouquieriaceae con el Orden Polemoniales, aunque el autor reconoce que no
es una conclusion definitiva.

Henrickson (1969a) describi6 las caracteristicas de la morfologia floral de F.
fasciculata y F. purpusii del subgénero Bronnia endémicas de la zona centro-sur de
México y consideradas como suculentas dentro de la familia Fouquieriaceae. El ovario es
tricarpelar, tiene tres septos unidos en la base y en el apice del ovario y separados en la
porcidbn media. La placentacion es parietal. Se presenta una transicion de una
placentacion parietal en los estadios florales a una axial en los estadios de frutos. Las
areas estigmaticas se encuentran en las tres ramificaciones de la punta del estilo. Los
frutos son capsulas dehiscentes, las semillas son aladas de 6-8 mm de largo y 3 mm de
ancho.

Henrikson (1972) describié las siguientes caracteristicas embriolégicas para la
familia Faouquieriaceae. Las anteras son tetrasporangiadas con dehiscencia introrsa. El
desarrollo de la pared de la antera es de tipo dicotiledoneo. La antera consiste de una
epidermis persistente, un endotecio de células alargadas con engrosamientos fibrosos,
una capa media efimera con 2 6 3 estratos y un tapete glandular. La célula madre de las

microsporas llevan a cabo citocinesis simultanea y produce una tétrada tetraédrica. Los



granos de _polen son liberados como moénadas unicelulares. Son tricolporados,
eureticulados subtectados y estan asociados con aceites amarillos. La porcién basal del
ovario es nectarifera y consiste de células con citoplasma denso, el néctar es secretado
por estomas localizados alrededor de la base del ovario. El ovario es unilocular, presenta
tres placentas septiformes parietales que se extienden hacia el centro del ovario,
dividiendo al léculo en tres secciones. En los cuatro quintos superiores del ovario, los
margenes internos septales se encuentran adyacentes, pero no unidos y la placentacion
es parietal. En la porcion mas basal del ovario, los margenes internos septales estan
unidos en una placenta axial central. Los 6vulos surgen de los margenes internos
septales. Los Ovulos son anatropos y tenuinucelados. El tegumento interno rodea al tejido
nucelar y forma el micropilo. Las caracteristicas distintivas del 6vulo incluyen a la epistase
nucelar y haustorio lateral en el megagametéfito maduro. El estilo esta usualmente
triramificado hacia la mitad. El estilo presenta un canal estilar central abierto. El tejido
estigmatico consiste de células con nucleos alafgados. El area estigmatica esta
restringida a la porcion terminal y adaxial de la rama del estilo y presenta papilas. El paso
del canal estilar abierto esta bloqueado en la region del estigma por la proliferacion

células estigmaticas vacuoladas alargadas.



DESCRIPCION DE FOUQUIERIA FASCICULATA

En una breve nota botanica Matuda (1963) revis6 la historia de la clasificaciébn de
Fouquieria fasciculata. En ésta menciona que esta planta fue colectada por primera vez
hacia 1803 en el estado de Hidalgo por Humboldt y Bonpland, pero fue descrita hasta
1819 por Roemer y Schultes como Cantua fasciculata con base en ejemplares con frutos,
carentes de flores. En 1820, Humboldt, Bonpland y Kunth publicaron una descripcién de la
misma planta con el nombre de Fouquieria spinosa, sin embargo hacia 1823 los mismos
autores la renombraron como Bronnia spinosa.

En una revisién del género Fouquieria, Nash (1903) propuso el nombre de F,
fasciculata, en donde el epiteto especifico hace referencia al arreglo en fasciculos de las
hojas localizados en las axilas de las espinas.

Matuda (1963) consider6 que Fouquieria fasciculata tiene caracteristicas
suficientes para separar y establecer un nuevo género dentro de la familia
Fouquieriaceae. El autor mencioné que F. fasciculata es endémiéa del estado de Hidalgo.

De acuerdo con Zamudio (1995) F. fasciculata es endémica de los cafiones del rio
Moctezuma y sus tributarios, al oeste de la Sierra Madre Oriental (Querétaro e Hidalgo);
crece en matorral submontano, es una planta rara y escasa, por lo que debe ser
considerada como vulnerable a la extincion. En la Norma Oficial Mexicana (NOM-ECOL,
2001) se encuentra en la categoria de amenazada.

Fouquieria fasciculata es conocida con el nombre comun de arbol de barril
(Matuda, 1963) o palo boludo haciendo referencia a su caracteristico tallo engrosado en la
base (Fig.1).

De acuerdo con Miranda (1950), Henrickson (1969a, 1972) y Zamudio (1995)
sefalan que Fouquieria fasciculata es Un arbusto o arbol que mide de 2 a 5 m de altura,
con 1 a 3 troncos engrosados en la base, de 25 a 60 cm de diametro, de color verde

lustroso, con epidermis lisa persistente, la corteza externa es dura, gris y exfoliante (Fig.



1’. Los tallos estan adelgazados hacia la punta y poco ramificados, en la base poseen
grandes cantidades de parénquima de almacenamiento de agua. Las espinas miden de
(10) 15 a 25 (30) mm de longitud, delgadas, ascendentes. Las hojas de los brotes cortos
arreglados en fasciculos con 2 a 7 hojas ampliamente espatuladas a oblanceoladas, de
16 a 40 (65) mm de largo, por 8 a 15 (23) mm de ancho, agudas, redondeadas a
ligeramente emarginadas eﬁ el apice (Fig. 2). La inflorescencia es una panicula de tipo
corimbiforme densa, de 4 a 9 cm de longitud, de 4 a 12 cm de ancho son terminales o
subterminales. Todas las ramas son determinadas con raquis, de 2.5 a 3 mm de grosc;r
cerca de la base con pedicelos de 2 a 10 mm de largo, 0.6 mm de diametro, los
pedunculos son de hasta 25 mm de largo, por 1.2 mm de diametro. Las bracteas florales
son extremadamente subuladas de 1.5 a 2 mm de largo (con apariencia de hoja). Los
sépalos son blanco-amarillentos y verdes en la base miden de 3.5 a 4 mm de longitud y
2.3 a 5 mm de ancho. Los dos sépalos externos son pequefos elipticos-ovados, los tres
internos son ampliamente ovados a orbiculares con mérgenes rugosos, obtusos a
redondeados y apiculados en el apice redondeados a ligeramente cordados en la base,
los margenes son escariosos. La corola es tubular de color blanco marfil, de 10.2a 11 mm
de largo, el tubo mide de 7 a 8 mm de largo, esta ligeramente ensanchado en la media,
estrechandose hasta 2.7 mm en la garganta, es glabro por dentro con Iébulos erectos
ampliamente ovados a orbiculares miden de 3 a 3.5 mm de largo, son obtusos a
acuminados en el apice, cordados en la base y los margenes son desiguales (Fig. 3). Los
estambres son 10 y estan insertados en la base del ovario, alternando 5 mas alargados
que los 5 opuestos, filamentos miden de 7 a 11 mm de largo blancos engrosados hasta 6
mm en |la base, presentan tricomas uniseriados cortos de .7 mm de longitud. Las anteras
son de color amarillo palido de 4 mm de longitud y 1 mm de ancho estrechamente
lanceoladas con el apice caudado y la base es cordada. El ovario verde es supero,

tricarpelar con placentacion parietal mide 4 mm de alto, presenta de 11 a 13 o&vulos. Los



estilos son huecos de 9.5 a 10.5 mm de largo de color blanco y triramificado de 1.5 a 2
mm desde la punta. Los frutos son capsulas de color café lanceolados en la linea externa
de 9 a 12 mm de largo por 3.5 a 4 mm de ancho, cada fruto presenta de 3 a 6 semillas
blancas que miden de 7 a 9 mm de largo por 3 a 4 mm de ancho, con alas membranaceas
de hasta 2 y 1.5 mm de ancho. Los tricomas de las semillas miden de 50 a150 micras. El
embrion mide de 4.5 de largo; los cotiledones son elipticos miden 3.5 de longitud y 1 mm

de ancho. Las flores presentan nectarios en la base del ovario.

Fig. 1. Fouquieria fasciculata Fig. 2. Fouquieria fasciculata. Se Fig. 3. Fouquieria fasciculata Se
mostrando los tallos engrosados muestran las hojas arregladas en  muestra un acercamiento a la
en la base. fasciculos sobre ramas cortas en  inflorescencia de tipo
las axilas de las espinas. corimbiforme. Las flores son
hermafroditas con pétalos blancos

fusionados formando un tubo.



OBJETIVOS

Objetivo General:

e Describir la embriologia de Fouquieria fasciculata (Roem. et Schult) Nash desde

botones florales hasta la flor en antesis.
Objetivos Particulares:

Androceo
o Estudiar el desarrollo de la pared de la antera
¢ Estudiar la microsporogénesis y la microgametogénesis

¢ Describir la morfologia del grano de polen maduro

Gineceo
e Describir el desarrollo del 6vulo

« Estudiar la megasporogénesis y la megagametogénesis



MATERIALES Y METODOS

TRABAJO DE CAMPO
La poblacién muestreada de Fouquieria fasciculata se localiza a orillas del rio Estérax, en
las cercanias del poblado de EIl Platano (21° 01’ 22" N, 99° 30’ 60” W), a 910 msnm;
aproximadamente a 30 km al norte del pueblo de San Joaquin (20° 55’ 40" N, 99° 34’ 35”
W), por la brecha que lleva al poblado de Apartadero (20° 58'34" N, 99° 29’ 11" W) y El
Platano en el estado de Querétaro (Fig. 4). Esta planta crece sobre riscos o laderas
rocosas con suelos calcareos. La vegetacion de este sitio corresponde a un matorral
submontano con elementos de bosque tropical caducifolio dominado por Echinocereus,
Ferocactus, Bursera, Prosopis, Celtis y Agave (Zamudio, 1995).

Se realiz6 una salida al campo ( 28 al 30 de octubre del 2002) en la etapa de
floracion de F. fasciculata. Se colectaron botones florales en diferentes etapas del

desarrollo, flores en preantesis y antesis.
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Figura. 4. Ubicacién del sitio de colecta de Fouquieria fasciculata.




Parte de las muestras colectadas de botones florales en diferentes etapas del
desarrollo, flores en preantesis y flores en antesis se fijaron in situ en FAA (10% de
formaldehido: 5% de acido acético: 50% de alcohol etilico al 96%: 35% de agua) (Lépez

et al, 1998). La otra parte del material fue transportado vivo al laboratorio.

TRABAJO DE LABORATORIO
Una vez en el Iéboratorio, se tomaron fotografias del tallo, las inflorescencias, los botones
florales y las flores del material vivo.

Para evitar que el fijador usado (FAA) afectara el contenido celular y endurecieran
los tejidos, se procedid a lavar el material con agua corriente durante algunos minutos
para eliminar el exceso de éste. Posteriormente, las muestras se deshidrataron en una
serie gradual de etanol al 30%, 50% y dos cambios al 70% por una hora en cada
concentracion. El material se almacendé en etanol al 70% hasta su posterior
procesamiento (Lopez et al., 1998).

Para establecer las diferentes etapas del desarrollo, se _midieron con un vernier
digital botones de diferentes longitudes, flores en preantesis y flores en antesis. De esta
forma se determinaron siete etapas diferentes de desarrollo que corresponden a los

siguientes intervalos (Tabla 1).

ETAPA LONGITUD (mm)
1 1-2.9
3-4.9
5-6.9
7-8.9
9-10.9

11-11.9
(Flor en preantesis)
7 12-12.9
(Flor en antesis)

D O & W N

Tabla 1. Etapas determinadas para el estudio embriolégico.



Una vez establecido lo anterior se seleccionaron muestras de cada etapa. De -
éstas se tomaron algunas para ser procesadas para su inclusion en la resina LR-White y

en Paraplast, y otras muestras se procesaron para microscopia electronica de barrido.

Técnica de LR-White (Ruzin, 1999)

a) Deshidratacion. Se disectaron las muestras de cada una de las etapas de desarrollo.
Este material se deshidraié en una serie gradual de etanol es al 70%, 85%, 96% y dos
cambios al 100%, por una hora en cada uno. b) Infiltracion. Para la infiltracion, se coloco
el material deshidratado durante dos horas en mézclas de LR-White-etanol 100% en
proporcion 1:1, 2:1 y dos cambios en LR-White puro. ¢) Inclusion. La inclusion con LR-
White puro se realizd en capsulas de plastico. En donde las muestras se orientaron para
realizar cortes longitudinales y transversales. Las capsulas con el material se colocaron
en una estufa a 56°C en ausencia de oxigeno por 12 horas para la polimerizacion de la
resina. Los bloques fueron seccionados con cuchillas de vidrio a 2 um de grosor en un
ultramicrotomo RMC-MT890. Las laminillas seleccionadas se tifieron con azul de toluidina
acuosa al 5% y se montaron en resina sintética. Se observaron y fotografiaron en un

fotomicroscopio Olimpus Provis AX70.

Técnica de inclusion en Paraplast (Johansen, 1940; Lopez et al.,1998)

a) Deshidratacion. Al igual que en la técnica anterior, las muestras fueron deshidratadas
en una serie gradual de etanoles al 70%, 85%, 96% y dos cambios al 100% por una hora
en cada una de estas concentraciones, después se colocé en una mezcla de xilol-etanol
100% (1:1) durante 30 minutos, seguido de xilol puro durante 10 minutos. b) Infiltracion.
Las muestras se infiltraron en mezclas de paraplast-xilol en proporciones 1:1 y 2:1,
ambos por 12 horas a 56°C y ‘Paraplast puro durante 48 horas también a 56°C.c)

Inclusién. El material se incluyé en moldes de plastico, y se orientd para obtener cortes



transversales y/o longitudinales. Los bloques obtenidos se cortaron a 10 um de grosor en
un microtomo de rotacion American Optical. Las laminillas seleccionadas se tifieron con
fucsina acida-azul de toluidina y se montaron en resina sintética. Se observaron y

fotografiaron en un microscopio Olimpus Provis AX70.

Técnica de tincion fucsina acida - azul de toluidina (Curtis, 1986)

Las laminillas seleccionadas se desbaraﬂnaron en una estufa a 56°C durante 30 minutos.
Para eliminar los restos de Paraplast las laminillas se colocaron en xilol. Se realizaron tres
cambios de éste solvente y uno en xilol-etanol 100% (1:1) por tres minutos cada uno. Este
ultimo cambio con el propdésito de iniciar la hidratacion. Posteriormente, los cortes se
hidrataron en una serie etandlica descendente: 100%, 96%, 85%, 70% y 50% por tres
minutos cada uno. A continuacién, se tifieron con fucsina acida acuosa al 1% durante
cinco minutos y el exceso de colorante se elimind con agua, después se colocaron en azul
de toluidina acuosa al 1% durante 30 segundos y se enjuagaron con agua acidulada. Las
muestras tefiidas se deshidrataron en una serie gradual ascendente de etanol 50%, 70%,
85%, 96% y 100% y finalmente se realizé un cambio en xilol-etanol 100% (1:1) y dos
cambios en xilol por tres minutos cada uno. Por Gltimo, se montaron en resina sintética.

Se observaron y se fotografiaron en un microscopio Olimpus Provis AX70.

Técnicas histoquimicas (Curtis, 1986L6pez et al.,1998)

Algunas de las laminillas obtenidas en Paraplast fueron utilizadas para realizar las
siguientes pruebas histoquimicas:



a)Tincién doble de acido peryédico-reactivo de Schiff (APS)-azul negro de naftol.
Esta prueba histoquimica se emplea para observar polisacaridos insolubles y proteinas
respectivamente. Las laminillas se desparafinaron e hidrataron. Se aplicaron unas gotas
de acido peryodico durante 15 minutos y se lavaron con agua. Después, se colocaron
unas gotas de reactivo de Schiff durante 15 minutos y se enjuagaron con agua para
eliminar el exceso de colorante y con acido acetico al 2% por un minuto para evitar la
formacion de cristales. Se enjuagaron con agL}a y se deshidrataron hasta etanol al 50%,
después aplicaron unas gotas de azul negro de naftol durante 20 minutos y se enjuagaron
con etanol al 100%. Finalmente, se pasaron por xilol durante 3 minutos y se montaron en
resina sintética.

b) Rojo “O” de aceite. Esta prueba se utiliza para detectar estructuras lipidicas.
Las laminillas se desparafinaron e hidrataron hasta etanol al 50%. Posteriormente se
aplicaron unas gotas de rojo “O” durante 25 minutos. Posteriormente, se enjuagaron con
etanol al 50%, con etanol al 30% y con agua. Finalmente se montaron en jalea
glicerinada.

c) Cloroyoduro de zinc. Este reactivo se emplea para detectar celulosas,
hemicelulosas, lignina, cutina y suberina. Las laminillas se desparafinaron e hidrataron
hasta agua destilada. Después, se aplicaron unas gotas de reactivo de cloroyoduro de
zinc durante 20 minutos. Se cubrieron con cubreobjetos, se observé al microscopio y
finalmente se fotografiaron.

d) Reactivo de Lugol. El lugol se utiliza para observar almidon. Las laminillas se
desparafinaron e hidrataron hasta agua destilada. Se aplicaron unas gotas de reactivo de
lugol durante 5 minutos. Posteriormente, se enjuagaron en agua, se cubrieron con

cubreobjetos. Se observé al microscopio y finalmente se fotografiaron.



Microscopia electronica de barrido (MEB) (Bozzola y Russell, 1992)

Para la observacion de las estructuras florales al microscopio electronico de barrido, el
material se deshidraté en una serie gradual de etanol al 50%, 70%, 85%, 96% y 100% y
en concentraciones de etanol-acetona 1:1, 1:2 y acetona pura durante 15 minutos cada
uno. Después se llevaron a punto critico con CO,en una desecadora CPD-030 Baltek. El
material deshidratado se colocé y orientd sobre cinta conductiva de carbdn de doble cara
en un portamuestras metalico. Posteriormente, se cubrie'ron con una fina capa de oro en
una ionizadora Denton Vacuum Desk Il. Finalmente, se obsérvaron en el microscopio
electrénico de barrido JSM-5310LV y se tomaron las fotomicrografias en placas TMAX-

100 de 4X5 pulgadas.



RESULTADOS

MORFOLOGIA Y ANATOMIA FLORAL

Androceo

Las flores estudiadas de Fouquieria fasciculata son hermafroditas. Desde etapas
tempranas en el desarrollo del androceo y hasta la antesis, los estambres muestran
diferencias en la longitud del filamento y la forma que adquiere el-tejido conectivo en el
apice de la antera.

En botones florales, el androceo de un misma flor consiste de diez primordios de
estambres, cinco son de mayor tamafo y cinco son méas pequenos (Figs. 5, 6). En etapas
anteriores a la preantesis y durante ésta, las diferencias morfologicas de los estambres
son aun mas evidentes. Se observan estambres con filamentos cortos y anteras con el
tejido conectivo que se prolonga en un largo apice caudado, otros estambres presentan
filamentos largos y anteras con el tejido conectivo que se prolonga en un apice corto
oblicuo (Fig. 7, 8).

En la preantesis los filamentos muestran largos tricomas unicelulares no
glandulares (Fig. 13); en esta etapa del desarrollo, se encuentran en la base rodeando al
ovario (Fig. 21), pero conforme los ﬂlament;'as crecen y se elongan, los tricomas se
desplazan y ya no rodean al ovario.

Posteriormente, en la flor en antesis todas las anteras son lanceoladas de base
cordada (Figs. 9, 10) sin embargo siguen manteniendo las diferencias en las formas de
los apices del tejido conectivo: caudados en unas (Fig. 11) y oblicuos en otras (Fig. 12).
Los filamentos cortos (de 6 a 8 mm) y los largos (de 9 a 12 mm) se encuentran alternados
dando la apariencia de dos series.

En ambos tipos de estambres, el tipo de desarrollo de la pared y los procesos de la

microsporogénesis y la microgametogénesis son similares y ocurren al mismo tiempo.



Gineceo

El ovario es esférico, stpero y tricarpelar (Fig. 8). El estilo termina en tres I6bulos
estigmaticos con papilas esféricas que corresponden a la zona receptiva del estigma
(Fig.14). En la antesis, los I6bulos estigmaticos se enrollan en forma espiralada (Fig.15 ).
El estilo es hueco, las células secretoras del canal estilar son pequefias e isodiamétricas
con citoplasma denso y nucleos evidentes (Fig.16).

Siguiendo la descripcién de Henrickson (1972) quien dividié al ovario én 5 partes,
los cortes histolégicos seriados del ovario. mostraron que en la base (que corresponde a
1/5 parte) la placentacion es de tipo axial, siendo el ovario en esta zona trilocular y
tricarpelar (Figs. 17,18). En el resto del ovario (los 4/5 partes superiores y hasta la zona
en donde se diferencia el estilo) la placentacion es de tipo parietal con tres placentas
septiformes que se proyectan hacia el centro del ovario, dando lugar a un ovario unilocular
y tricarpelar. Los 6vulos surgen de los margenes internos de las placentas septiformes
(Figs. 19 ,20).

Fouquieria fasciculata presenta nectarios florales dispuestos en un anillo
localizado en la base del ovario (Fig. 21), el néctar es liberado hacia la base del ovario a
través de los estomas (Fig. 22). El nectario consiste de una epidermis uniestratificada con
estomas (Fig. 23); un parénquima multiestratificado especializado en la produccién del
néctar, cuyas células secretoras tienen citoplasma denso con polisacaridos insolubles;
estas células estan directamente asociados a los haces vasculares, los cuales transportan

agua y nutrimentos al parénquirna (Fig. 24).



Fig. 5. Boton floral. Se observan los
primordios de antera (A), cinco mas
grandes y cinco mas pequefios. Se
muestran también los tres primordios de
carpelo (C). Sépalos y pétalos fueron
removidos. MEB.

. 4
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Fig. 7. Se muestran los dos tipos de
estambres: anteras con filamento largo ( a)
y la antera con filamento corto (b) . MEB.

Fig. 6. Boton floral. Se muestran los
primordios de antera pequefias (a) y las
grandes (b). Se observan los primordios
de carpelo (C). Sépalos y pétalos fueron
removidos. MEB.

Fig. 8. En esta etapa se observan las
diferencias morfolégicas entre los dos
tipos de estambres (a y b). Se muestra
también el ovario (O), estilo (ES). MEB.
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Fig. 9. Antera lanceolada de base
cordada y apice caudado. MEB

Fig.11. Apice caudado de las anteras con
filamento corto. MEB.

Fig.10. Antera lanceolada de base
cordada con apice oblicuo. MEB

Fig.12. Apice oblicuo de las anteras con
filamento largo. MEB
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Fig. 13. Corte longitudinal de filamento de Fig. 14. Lébulos estigmaticos con papilas
antera. Se observa un tricoma unicelular no esféricas ( flechas). MEB.

glandular (TR). Campo claro.

Fig. 16. Corte transversal de estilo. Se
muestra el canal estilar (C). Campo claro.

Fig. 15. Ovario en la antesis
mostrando los l6bulos estigmaticos
enrollados en forma espiralada.
MEB.
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Fig. 17. Corte transversal de la porcion
basal del ovario. Se muestran Ila
placentacién axial, los septos (S) unidos.
Las flechas sefialan los o6vulos. Campo
claro.

Fig. 18. Corte transversal de la zona de
transicion entre la placentacion axial vy
parietal del ovario. Los septos (S) estan aun
unidos. Se muestran los 6vulos (flechas).
Campo claro.

Fig. 19. Corte transversal de la porcién media
del ovario. Se muestran la placentacion
parietal, los septos (S) se observan
separados. Las flechas indican los évulos.
Campo claro.

Fig. 20. Corte transversal de la porcién apical
del ovario. Los septos (S) estan separados.
Campo claro.
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Fig. 21. Se observa el ovario esférico y el
filamento de una antera con tricomas en
la base (TR). Las fechas sefialan la zona
donde se localizan los estomas. MEB.

DRI QA {fif

Fig. 22. Se observa un acercamiento a la base

del ovario, se muestran los estomas (fle
por donde se libera el néctar. MEB.

chas)

Fig. 23. Corte transversal de la base del ovario. Se
muestra la epidermis uniestratificada (E) con
estomas (flechas) y el parénquima secretor
multiestratificado (PS). Campo Claro.

Fig. 24. Corte transversal de la base del ova

T i
rio. Se

observa la epidermis uniestratificada (E),

parénquima secretor multiestratificado (PS) y los

haces vasculares (flechas). Campo Claro.
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DESARROLLO DE LA PARED DE LA ANTERA

El primordio de la antera consiste de la epidermis uniestratificada con nucleos evidentes
que rodea al tejido arquesporial homogéneo uniestratificado (Fig. 25). Cuando se inicia la
diferenciacion de los I6bulos de la antera, las células del tejido arquesporial presentan
divisiones periclinales que originan la capa parietal primaria y el tejido esporégeno. Este
Ultimo se diferenciara en los granos de polen (Fig. 26).

Posteriormente, la capa parietal primaria se divide periclinalmente para formar la
capa parietal secundaria externa y la capa parietal secundaria interna (Fig. 27). La
primera se divide nuevamente en plano periclinal para dar origen a dos capas, la mas
externa formara al endotecio y la interna a la capa media. Mientras que la capa parietal
secundaria interna se diferenciara en las células del tapete (Fig. 28).

La pared de la antera joven consiste de cuatro capas uniestratificadas: la
epidermis, el endotecio, la capa media y el tapete de tipo secretor. De acuerdo con Davis
(1966) el desarrollo de la pared de la antera corresponde al tipo dicotiledéneo (Fig. 29). La
antera es bilobulada y tetrasporangiada (Fig. 30).

En el estadio de célula madre de las microsporas, las células del tapete se
observan cubicas con las paredes periclinales internas lisas, presentan uno 6 dos nucleos
conspicuos y durante la meiosis presentan gran actividad celular con citoplasma denso
(Fig. 31) y posteriormente las paredes periclinales internas y anticlinales se observan
rugosas (Fig. 32).

Cuando la pared de calosa que rodea a las microsporas degenera y las
microsporas quedan libres, las células del tapete han aumentado su tamario notablemente
e incrementado su actividad secretora, presentan de uno a dos nlcleos conspicuos y
citoplasma denso rico en proteinas. Se observan pequenas estructuras que rodean solo
a las paredes periclinales internas del tapete y que le confieren la apariencia granulosa a

las células.



Estas estructuras corresponden a los cuerpos de Ubisch, lo cuales de unen y
forman agregaciones o complejos en forma de racimos aIargadbs de diferentes tamafios
(Fig. 33)y estan en contacto directo con los granos de polen jévenes y partici;ﬁan en la
sintesis de la pared de éste (Fig. 34, 35). La ornamentacion granulosa de la superficie de
los cuerpos de Ubisch es similar a la ornamentacion de la pared de los granos de polen
(Fig. 36).

En el estadio de grano de polen bicelular, las paredes celulares del tapete han
degenerado, los restos citoplasmicos invaden los léculos de los esporangios. Las células
de la capa media empiezan a colapsarse y se observan adosadas al endotecio junto con
los restos de las paredes del tapete. Mientras que las células del endotecio se alargan e
inicia el engrosamiento en forma de barra de sus paredes celulares (Fig. 37).

En la flor en antesis, la linea de dehiscencia de la antera es longitudinal introrsa y
el estomio abre liberando a los granos de polen (Fig. 38). La pared de la antera en esta
etapa consiste solo de la epidermis que presenta una cuticula gruesa y el endotecio con

engrosamientos en forma de barra (Fig. 39).

MICROSPOROGENESIS Y MICROGAMETOGENESIS
Simultaneamente con el desarrollo de la pared de la antera, el tejido esporégeno prolifera
por divisiones mitéticas y se diferencia en las células madres de las microsporas las
cuales incrementan su tamafio y sus nucleos se hacen evidentes (Fig. 40).

Las células madres de las microsporas se rodean de una gruesa pared de calosa
(Fig. 41) y se dividen mei6ticamente para dar origen a una tétrada de microsporas de tipo
tetraédrica rodeada aun por la pared de calosa (Fig. 42). Después, la pared de calosa se
degrada y las microsporas uninucleadas o granos de polen jévenes son liberados y

continGan con la sintesis de la pared de exina (Fig. 43).



El grano de polen joven uninucleado experimenta una division mitdtica para dar
lugar a la célula vegetativa y la célula generatriz. Los granos de polen maduros se

dispersan como ménadas en etapa bicelular (Fig. 44).

MORFOLOGIA DEL GRANO DE POLEN MADURO
Los granos de polen maduros son prolados (Fig. 45), tricolporados (Fig. 46), con exina

tectada reticulada (Fig. 47).
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Fig. 25. Corte transversal de primordio de antera.

Se muestra el tejido arquesporial (TA) rodeado
por la epidermis (E).Campo claro.

Fig. 27. Corte transversal de antera. La capa
parietal primaria se divide periclinaimete para
formar la capa parietal secundaria externa (SE) y
la interna (Sl). Se observa tejido esporégeno
(TE) y la epidermis (E). Campo Claro.

Fig. 29. Corte transversal de antera. Se muestran las
capas de la pared de la antera: epidermis (E),
endotecio (EN), capa media (CM) y tapete (T), al
centro se observan las células madres de las
microsporas (CMMi). Campo claro.

Fig. 26. Corte transversal de primordio de antera. Se
observa la capa parietal primaria (PP) y al tejido
esporégeno (TE). Campo claro.

4

Fig. 28. Corte transversal de antera. Se observa
la divisiébn periclinal de la capa parietal
secundaria externa (SE). Se observa la capa
parietal secundaria interna (Sl) y el tejido
esporégeno (TE). Campo claro.

Fig. 30. Corte transversal de atera. La anr
joven es bilobulada y tetrasporangiada. Se
observa el tejido conectivo (TC). Campo claro.
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las células del tapete (T) que presentan gran
actividad celular durante y después la meiosis de
las células madres de las microsporas. Campo
claro.

Fig. 33. Células del tapete. A

término de la
meiosis las paredes periclinales internas de las

células del tapete se observan granulosas
(lecha). Se observan microsporas libres
uninucleadas. Campo claro.

Fi. 35. Acercamiento

tamaiios. MEB.

los cuerpos de Ubisch
(flechas) arreglados en racimos de diferentes

o
3

Fig. 32. Se observan las células cubicas del tapete
con las paredes periclinales internas rugosas
MEB.

3 l § ; 23 . _J
Fig. 34. Las flechas sefialan los cuerpos de
Ubisch situados en las paredes periclinales
internas de las células tapetales (T). Se observa
un grano de polen joven. MEB.

b
A
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Fig. 36. Este acercamiento muestra que la
superficie granular de los cuerpos de Ubisch
(flechas) es similar a la de los granos de polen
(GP). MEB.
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Fig. 37. Corte transversal de antera madura. Se
observan restos del tapete (flechas), ain esta
presente la capa media (CM). Se muestra la
epidemis (E), el endotecio (EN) con
engrosamientos y los granos de polen (GP).
Campo Claro.

Fig. 39. Se muestra observa la pared de la
antera madura conformada de la epidermis (E)
y el endotecio (EN) con engrosamiento en
forma de barra. Contraste de fases.

Fig. 38. Corte transversal de la antera madura.

Se observa la zona del estomio (flechas), el
septo que separa a los esporangios ha
degenerado (cabeza de flecha). Tejido
conectivo (TC). Campo claro.
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Fig. 40. Corte transversal de la antera. Hacia el Fig. 41. Co raverl demirspora

centro del microsporangio se observan las observan las células madres de las microsporas

células del tejido esporégeno (TE). Campo claro. (CMMi) rodeadas por una gruesa pared de
calosa. Se observan las células cubicas del
tapete (T). Campo claro.

Fig. 42. Tétrada tetraédricas de microsporas. Las Fig. 43. Se observan las microsporas
flechas sefialan la pared de calosa que las rodea. uninucleadas o granos de polen jévenes. Las
Campo claro. fechas sefialan la pared de exina. Campo claro.

Fig. 44. La fecha sefiala un grano de polen en
etapa bicelular con la célula vegetativa y célula
generatriz. Campo claro.
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Fig. 45. Vista ecuatorial del grano de
polen prolado. MEB.

Fig. 46. Vista polar del grano de
polen maduro tricolporado. MEB.

Fig. 47. Grano de polen maduro.
Acercamiento a la exina tectada
reticulada. MEB.
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DESARROLLO DEL OVULO

En la placenta se inicia el desarrollo de protuberancias que corresponden a los
primordios de évulo (Fig. 48). Estos consisten de tejido nucelar rodeado por una capa de
células protodérmicas (Fig. 49). Los primordios de évulo continGian creciendo y al mismo
tiempo empiezan a curvarse (Fig. 50). Simultdneamente con la curvatura del évulo surgen
los tegumentos a partir de la epidermis nucelar. El primero en surgir es el tequmento interno
(Figs. 51, 52) y posteriormente el tegumento externo (Fig. 53). Cuando se inicia la
diferenciacion del tegumento externo, el tegumento interno empieza a rodear a la nucela
(Fig. 54).

Cuando el tegumento externo surge, en el tejido nucelar, una célula hipodérmica de
mayor tamafio y de nucleo evidente se diferencia en la célula arquesporial (Fig. 55, 56). Esta
funciona directamente como la célula madre de las megasporas (CMMe). En esta etapa de
CCMe esta rodeada por la nucela y los tegumentos interno y externo (Fig. 57).
Posteriormente, el tegumento interno encierra completamente a la nucela. El évulo contintia
curvandose y los tegumentos continan incrementado su tamafio y el namero de estratos
que los conforman (Fig. 58).

Desde las primeras etapas del desarrollo de los 6vulos, tanto el tegumento externo
como el interno son biestratificados (Fig. 56). EI tegumento externo presenta pocas
modificaciones. La epidermis externa de este tegumento se diferencia en un estrato de
células cubicas de mayor tamario, (con respecto a las células de la epidermis interna) y esto
ocurre tanto en las zonas que corresponden a la rafe y la antirrafe. A diferencia de esto, la
epidermis interna que se observa en la zona de la antirrafe es biestratificada, mientras que
en la zona de la rafe las células de la epidermis interna se dividen varias veces en plano
periclinal originado de 8 a 10 estratos celulares.

Por otro lado, una vez que la célula arquesporial se ha diferenciado, el tegumento
interno sufre modificaciones para dar origen a un tapete tequmentario a partir de la epidermis

interna.



Como se menciono anteriormente el tegumento interno es biestratificado en las
primeras etapas del desarrollo, las células de la epidermis externa ubicadas en las zonas
que corresponden a la rafe y la antirrafe presentan pocas modificaciones, solo incrementan
su tamaiio y volumen siendo isodiamétricas con nucleos evidentes, y sintetizan una gruesa
cuticula.

A diferencia de lo que sucede con las células de la epidermis externa, las células de
la epidermis interna, sufren la primera division periclinal, originado dos estratos (Fig. 59, 60).
De éstos, las células del estrato interno daran origen al tapete tegumetario propiamente
dicho. En las primeras etapas de diferenciacion del tapete tegumentario, las células de este
estrato se arreglan radialmente alrededor de la nucela, y en la zona del micrépilo estas
células son mas largas. Otra caracteristica de estas células es la presencia de un citoplasma
denso y nucleos evidentes (Fig. 61). Una vez que las células del estrato interno se han
arreglado radialmente alrededor de la nucela, aumentan significativamente su tamafo e
inician el engrosamiento de las paredes celulares periclinales adyacentes a la nucela. Hacia
la zona del micrépilo, estas las células se dividen nuevamente en plano periclinal (Fig. 62).

Antes de que ocurra la meiosis en la célula madre de las megasporas, en las paredes
radiales y periclinales internas del tapete tegumentario se han hecho més evidentes los
engrosamientos celulares (Fig. 63). En la etapa de célula madre de las megasporas y hasta
la etapa de saco embrionario maduro, el tapete tegumentario se caracteriza por presentar de
1 a 2 estratos celulares. Cuando se presentan el Gltimo caso, ambos estratos muestran los
engrosamientos celulares.

Las pruebas histoquimicas revelaron que los engrosamientos de las paredes
celulares del tapete tegumentario se caracterizan por presentar polisacaridos insolubles y

lipidos.



Finalmente, las células del estrato externo, producto de la primera divisién que
sufriera la epidermis interna del tegumento interno, presentan numerosas divisiones
periclinales y anticlinales (Fig. 63). Como resultado de estas divisiones, en el 6vulo maduro
el tegumento interno se observa multiestratificado, con un mayor nimero de estratos

celulares hacia la region micropilar.

MEGASPOROGENESIS Y MEGAGAMETOGENESIS

La célula arquesporial (Fig. 55, 56) funciona directamente como la célula madre de la
megaspora (CMMe). Con respecto a las células del tejido nuclear, la CMMe es de mayor

tamafio con el nacleo evidente y el citoplasma denso rodeada por la epidermis nucelar

uniestratificada (Fig. 63). Posteriormente, la célula madre de la megasporas se divide

meibticamente (Fig. 64) y se forma una diada con la célula calazal de mayor tamafo con

respecto a la célula que se encuentra en la zona micropilar (Fig. 65). Después se presenta

una segunda division meiética dando origen a una tétrada lineal de megasporas. De éstas, la

megaspora funcional se localiza en la zona calazal y el resto de las megasporas degeneran

(Fig. 66).

La nucela empieza a degenerar en la etapa de tétrada de las megasporas (Fig. 66)
cuando sucede la primera divisibn mitética de la megaspora funcional, este tejido ha
degenerado por completo (Fig. 67).

Al término de la tercera division mitética se forma un saco embrionario octanucleado
y heptacelular en contacto directo con las células del tapete tegumentario. Los nucleos
polares de la célula central son de gran tamafio y se localizan en el centro del saco
embrionario (Fig. 68); las células sinérgidas son piriformes y se encuentran en la zona
micropilar (Fig. 69), en este mismo sitio se observa a la ovocélula con el nucleo dirigido hacia
la zona calazal (Fig. 70). El desarrollo del saco embrionario es monospérico de tipo
Polygonum. Una vez que el saco embrionario ha madurado, éste inicia el desarrollo de una

proyeccion o brazo haustorial. Conforme el brazo haustorial crece va degradando las células



del tapete tegumentario (Fig. 71) y penetra a los estratos celulares del tegumento interno
(Fig. 72). En este trayecto, los nucleos polares de la célula central migran hacia la parte
inicial del brazo haustorial, mientras que el aparato ovocelular permanece en la zona del
micrépilo (Fig. 73).

El brazo haustorial crece hasta las células de la epidermis externa del tegumento
interno. De este modo el saco embrionario maduro adquiere forma de L. Las observaciones
mostraron que el brazo haustorial siempre se dirige hacia el extremo donde se localiza el

funiculo y no llega al tegumento externo (Fig. 74).

OVULO MADURO

El 6vulo maduro es anatropo, bitéegmico y tenuinucelado. El tegumento interno es
multiestratificado y forma al micrépilo. La epidermis interna de este tegumento forma el
tapete tegumentario. El canal micropilar se extiende desde el saco embrionario, pasando por
las células del tapete tegumentario hasta el poro micropilar. El tegumento externo es
triestratificado en la zona de la antirrafe y presenta de 8 a 10 estratos en la zona de la rafe
(Figs. 75, 77). Hacia la zona del poro micropilar, el tegumento interno no esta cubierto por el
tegumento externo y en esta zona las células del tegumento interno son de mayor tamafio

conteniendo granulos de almidén (Fig. 76).



Fig. 48. Carplos, se uestran Iosrimois
de 6vulos (flechas). (P) indica la placenta.
MEB.

MEB.

Fig. 52. Primordio de 6vulo. Se muestra el
tegumento interno (T1) y la nucela (N). MEB.

™ F 3 % - a
Fig. 49. Corte longitudinal de ovario. Se
observa los primordios nucelares, la
protodermis (E) rodea a las células del tejido
nucelar (N). Campo claro.

Fig. 51.
observa el tegumento interno (flecha)
surgiendo a partir de la epidermis nucelar.
Campo claro.

Corte longitudinal de o6vulo. Se

bt 9. . .
Fig. 53. Corte de 6vulo. Se muestra el
surgimiento del tegumento externo (flecha).
Campo claro.
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Fig. 54. Ovulo. Se muestra el tegqumento interno
(TI) rodeado casi por completo a la nucela (N) y
el funiculo corto (F). (TE) indica el tegumento
externo (TE). MEB.

L) e

Fig. 56. Corte logitudinal de 6vulo. Se observan
los tegumentos biestratificados interno y

externo (Tl y TE). También se muestra la célula
arquesporial rodea por la nucela (N). Campo
claro.

Fig. 58. Ovulo. Se muestran los primordios del
tegumento externo (TE) y el tegumento interno
ha rodeado por completo a la nucela (Tl). MEB.

-

Fig. 55. Corte logitudinal de 6vulo. La cabaza
de flecha sefiala la célula arquesporial Se
observa el tegumento interno biestratificado
(Tl) rodeando al tejido nucelar (N).. Campo
claro.

i,

Fig. 57. En la etapa de diferenciacion de la
célula madre de la megaspora, se observan
los tegumentos interno (TI) y externo (TE).
MEB.
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Fig. 59. Corte longitudinal del ovulo. Se
observa la epidermis externa (EE) y las
divisiones periclinales (flechas) de la
epidermis interna (El) del tegumento interno
adyacente a la nucela (N). Se muestra
también el tegumento externo (TE) y el
micrépilo (M).

Fig. 61. Corte longitudial de o6vulo. Se
muestran las células de la epidermis intema
del tegumento intemo alargadas radialmente
(flehas) para dar origen al tapete
tegumentario. En la epidermis extemna (EE) la
cabeza de flecha indica la gruesa cuticula. Se
observa la célula madre de la megaspora
(CMMe) rodeada por la epidermis nucelar
uniestratificada (N) y el tegumento externo
(TE). Campo claro.

- - [, " |
longitudinal de 6vulo. En el
tegumento intemo se observa la epidermis
externa (EE) y la epidermis interna (El), esta
ultima con varios estratos. Se observa
también el micrépilo (M) y la nucela (N).
Campo claro.

Fig. 62. Corte longitudial de o6vulo. Las
flechas indican la dividision periclinalmente
de las céulas de la epidermis interna del
tegumento intemo. Micrépilo (M), epidermis
nucelar (N). Campo claro.
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Fig. 63. Co longitudinal de o&vulo. Se
muestran el tapete tegumentario (TT) con
engrosamientos (cabezas de flechas). Se
observa la célula madre de la megaspora
(CMMe) rodeada por la epidermis nucelar (N)
uniestratificada. Las flechas indican divisiones
celulares del estrato externo. Campo claro.

Fig. 65. Después de la primera divisién meotica
de la célula madre de megasporas se forma
diada con la célula calazal es de mayor tamafio
que la micropilar. La diada se observa rodeada
por la epidermis nucelar (N),. Campo claro.

Fig. 64. Célula madre de la megasporas en
division (CMMe), delimitada por la epidermis
nucelar uniestratificada (N). Se observan las
células del tapete tegumentario (TT) con las
paredes engrosadas. Campo claro.

Fig. 66. Se observa la megaspora funcional en
posicion calazal (MF) y el resto de las
megasporas degeneran (MD) asi como Ila
epidermis nucelar (N). Campo claro.
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Fig. 67. Corte longitudinal de o6vulo. Se Fig. 68. Corte longitudinal del saco embrionario.

muestra la primera division mitética de la El tejido nucelar ha degenerado. Las flechas
megaspora funcional. Se observan restos de la sefialan los nicleos polares (NP). Campo claro.

epidermis nucelar (N). Campo claro.

Fig. 69. Corte longitudinal del saco embrionario. Fig. 70. Corte longitudinal del saco embrionario.

Hacia la regi6bn micropilar se observan las Se muestra a la ovocélula (flecha) en la region
sinérgidas (flechas). Nétese los engrosamientos micropilar. Campo claro.

celulésicos de las células del tapete
tegumenario. Campo claro.
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Fig. 71. Corte longitudinal del saco embrionario.
Se muestra el inicio del desarrollo del brazo
haustorial (H) y la degradacién de las células
del tapete tegumentario por éste (TT). Campo
claro.
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Fig. 73. Corte longitudinal del saco embrionario
mostrando la migracién de los nicleos polares
(NP) hacia el brazo haustorial (H). Campo
claro.

Fig. 72. Cort longitudinal del saco
embrionario. Se observa la degradacion del
tapete tegumentario (TT) e invasiéon de los
siguientes estratos del tegumento interno por el
brazo haustorial (H). Campo claro.

Se observa el brazo haustorial (H). Este crece
solo hasta alcanzar la gruesa cuticula de la
epidermis externa (EE) del tegumento interno
con una (flecha). Se muestra también Ila
ovocelula (OV) y los nicleos polares de la célula
central (NP). Campo claro.
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Fig. 75. Corte longitudinal de évulo. Se observa el
tegumento externo triestratificado hacia la antirafe
(TE). Este teguemento no rodea por completo al
tegumento interno. Se muestran el saco
embrionario (SE) rodeado por el tapete
tegumentario (TT). El tegumento interno (TI) forma
el micropilo (M), el funiculo (F) es corto.
Campo claro.

Fig. 76. Acercamiento a la region del poro
micropilar, sitio en donde el tegumento externo
(flecha) no rodea al tegumento interno (Tl). Las
células de este Ultimo se caracterizan por
presentar granulos de almidén. Campo claro.

Fig. 77. Ovulos anatropos mostrando el corto
funiculo (F) y los tegumentos interno (TI) y
externo (TE). Este utimo en ninguna etapa
cubre por completo al primero. (P) indica la
placenta MEB.
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DISCUSION

De acuerdo con los datos proporcionados por Davis (1966), Nagendran y Dinesh (1989) y
Johri et al. (1992) la embriologia de la familia Fouquieriaceae no ha sido completamente
estudiada, ya que hay aspectos como la microsporogénesis y la microgametogénesis que

no han sido descritos con detalle para la familia.

ANDROCEO
En la presente investigacion las observaciones en Fouquieria fasciculata muestran que
durante etapas tempranas del desarrollo floral, el androceo esta conformado por dos tipos
de estambres, que se diferencian en la longitud del filamento y la forma del tejido
conectivo, estas diferencias morfolégicas no habian sido descritas en los estudios previos
realizados por Henrickson (1967, 1969a, 1972). Aun cuando durante el desarrollo se
presentan estas diferencias morfoldégicas no se observaron variaciones o diferencias en el
tipo de desarrollo de la pared de la antera, ni en los procesos de la microsporogénesis y la
microgametogénesis. En ambos tipos de estambres se llevan a cabo los mismos
procesos y presentan las mismas caracteristicas. Es solo hasta la antesis, cuando se
puede establecer que las anteras son lanceoladas de base cordada, pero las
caracteristicas del tejido conectivo y las diferencias en la longitud de los filamentos
permanecen hasta esta etgpa.

De acuerdo con la clasificacion de Davis (1966) sobre los tipos de desarrollo de
pared de antera, F. fasciculata presenta el tipo dicotiledéneo.

Henrickson (1972) observé que la capa media presenta de 2 a 3 estratos, en F.
fasciculata la capa media es uniestratificada

De acuerdo con Maheswari (1950), Pacini et al. (1985), Johri et al. (1992),
Huysmans et al. (1998) y Bhojwani y Bhatnagar (1999) las células del tapete juegan un

papel importante en el desarrollo de los granos de polen, entre sus principales funciones



esta la produccion y liberacion de los cuerpos de Ubisch que contribuiran a la formacion
de la pared del grano de polen. En esta investigacion se presentan datos histologicos y de
MEB apoyan la propuesta de los autores antes mencionados y que ponen de manifiesto
las modificaciones morfologicas que presentan las células tapetales y los arreglos que
adquieren los cuerpos de Ubisch en F. fasciculata. Estos act(ian como un mecanismo de
transporte de la esporopolenina entre las células del tapete y las microsporas en
desarrollo (Huysmans et al. 1997,1998). En la especie de esta investigacion se observd
que tanto la superficie granular de los cuerpos de Ubisch como la pared de los granos de
polen jovenes son notablemente similares. Estas observaciones confirman la importancia
de los cuerpos de Ubisch para sintesis de la pared del grano de polen.

En Fouquieria fasciculata los granos de polen se dispersan como ménadas en
etapa bicelular, es decir, con la célula vegetativa y Ié célula generatriz. Estas
observaciones contrastan con lo observado por Henrickson (1972), quien senal6é que los
granos de polen en la familia Fouquieriaceae se liberan como moénadas en etapa
unicelular.

Los resultados aqui obtenidos sobre la morfologia de los granos de polen maduros
coinciden con las observaciones de Henrickson (1967), siendo prolados y tricolporados

con exina tectada reticulada.

GINECEO

En Fouquieria fasciculata la porcion basal del ovario es nectarifera y el néctar es liberado
por medio de estomas, estas observaciones coinciden con los resultados de Henrickson
(1972). De acuerdo con la clasificacién de Fahn (1979) los estos nectarios corresponden
al tipo de los florales y se encuentran dispuestos en un anillo alrededor del ovario. El
nectario consiste de una epidermis uniestratificada con estomas; un parénquima

multiestratificado asociadamente a los haces vasculares los cuales transportan agua y



nutrimentos al parénquima. Henrickson (1972) sugiere que el néctar es conducido por
capilaridad entre los filamentos desde la base del ovario. De esta forma el néctar es
presentado a los visitadores de las flores y se protege al ovario de posibles dafios fisicos.
En el caso de F. fasciculata los largos fricomas unicelulares no secretores podrian
también estar relacionados con el almacenamiento del néctar y con la reduccion de la
evaporacion de éste.

Coincidiendo con Henrickson (1972) en las observaciones para la familia
Fouquieriaceae, en el presente estudio se observd que la placentacion del ovario es axial
en la porcion basal, mientras que es parietal en el resto del ovario con tres placentas
septiformes.

Contrario a lo propuesto por Johansen (1936), Khan (1943) observé que la nucela
en Fouquieria no es masiva, sino extremadamente reducida con uno 6 dos estratos
celulares. En F. fasciculata se observd que la epidermis nuclear de esta especie consiste
de un solo estrato de células que rodea a la célula madre de la megaspora.

Kahn (1943) y Mauritzon (1936) encontraron que la nucela desaparece por
completo durante el desarrollo del saco embrionario, mientras que Johansen (1936)
establecid que ésta persiste y se diferencia en una epistase. En F. fasciculata se observo
que la nucela empieza a degenerar en la etapa de tétrada de las megasporas y cuando
ocurre la primera division mitética de la megaspora funcional ya ha degenerado por
completo, por lo cual no puede diferenciarse en ninguna otra estructura .

De acuerdo con los resultados de Khan (1943) las células que constituyen la
“epistase” forman parte del tegumento interno y no de una nucela masiva como lo
describié Johansen (1936). De acuerdo con la secuencia de desarrollo observado aqui las
células que rodean al saco embrionario se diferencian a partir de la epidermis interna del
tegumento interno, confirmando su origen tegumentario. Dado su origen no se trata de

una epistase, ya que ésta se diferencia del tejido nucelar, sino de un'tﬁpete tegumentario.



cuyas células se caracterizan por contener polisacaridos insolubles y lipidos como
material de reserva. El tapete tegumentario es un tejido especializado que tiene como
funcion nutrir al saco embrionario durante su desarrollo (Bhojwani y Bhatnagar,1999). Una
vez que la nucela degenera, las células de tapete tegumentario se encuentran en contacto
directo con el saco embrionario maduro. La naturaleza de las paredes de células del
tapete tegumentario proporciona sostén y proteccion al saco embrionario.

Considerando que ésta planta florece y la fructifica en la estacién seca (noviembre
a marzo) es posible que la cuticula gruesa de las células de la epidermis externa del
tegumento interno tenga un papel importante en la proteccion a la deshidratacion del saco
embrionario, formando una barrera impermeable.

En Fouquieria fasciculata y coincidiendo con las observaciones de Mauritzon
(1936) y Khan (1943) la célula arquesporial funciona directamente como la célula madre
de la megaspora, la cual experimenta meiosis y origina una tétrada lineal de megasporas,
donde la megaspora calazal da origen al saco embrionario monospérico de tipo
Polygonum; y no tetrasporico de tipo Adoxa como lo describid6 Johansen (1936). Este
autor consideré que durante la division meiética de la célula madre de la megaspora no
hay formacion de paredes celulares y los cuatro nucleos haploides permanecen en un
citoplasma comun, cada uno de estos nucleos se divide mitéticamente y forman un saco
embrionario cuya organizacion es similar al tipo Polygonum. Por otro lado, en la presente
investigacion se observé que durante la meiosis hay una diferencia en el tamafio de las
células de la diada, no documentada en investigaciones previas.

En el presente estudio se describid el desarrollo del brazo haustorial en el saco
embrionario maduro. Es posible que el brazo haustorial tenga un papel importante en la
transferencia de nutrientes hacia el saco embrionario segun lo sefalado por Bhojwani y

Bhatnagar (1999).



Las observaciones en Fouquieria fasciculata muestran que cuando el saco
embrionario maduro ha formado el brazo haustorial, los nicleos de la célula central
migran y se localizan en la zona inicial de éste, lo cual también fue observado por
Johansen (1936). Se observo que el aparato ovocelular permanece en la zona micropilar,
sitio en donde seguramente se llevara a cabo la fecundacién.

Aun cuando se llevd a cabo un estudio detallado de la embriologia de F.
fasciculata quedan algunas interrogantes por resolver como son: la ultraestructura de los

cuerpos de Ubisch en las células del tapete, los procesos de la fecundacion y el desarrollo

de la semilla.



CONCLUSIONES

En la presente investigacion se estudi6 en detalle la embriologia de Fouquieria
fasciculata, desde botones florales hasta la flor en antesis, con el fin de contribuir con el
conocimiento de los caracteres embriolégicos de la familia Fouquieriaceae.

Con respecto al desarrollo de las estructuras masculinas los siguientes datos son

una aportacién original para el conocimiento embriologico de esta especie:

¢ Desde las primeras etapas del desarrollo del androceo y hasta la antesis en una
misma flor se observan estambres con filamentos cortos con el tejido conectivo de
la antera terminando en un apice caudado y estambres con filamentos largos y
anteras con el tejido conectivo terminando en un apice oblicuo. En ambos tipos de
estambres, el tipo de desarrollo de la pared y los procesos de la
microsporogénesis y la microgametogénesis son similares y ocurren al mismo
tiempo.

e La capa media se origina de la capa parietal secundaria externa y persiste hasta la
etapa de grano de polen binucleado.

e El tapete es de tipo secretor, uni-binucleado con los cuerpos de Ubisch arreglados
en racimos.

e La pared de la antera madura consiste solo de la epidermis con una cuticula
gruesa y el endotecio con engrosamientos en forma de barras.

e Los granos de polen maduros se dispersan como ménadas en etapa bicelular.
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Los siguientes resultados coinciden con lo mencionado por Davis (1966), Henrickson

(1967) y Johri et al. (1992).

L ]

El desarrollo de la pared de la antera corresponde al tipo dicotiledéneo.
Las tétradas de microsporas son de tipo tetraédricas

Los granos de polen maduros son prolados, tricolporados, con exina tectada,

reticulada.

Con respecto a las estructuras femeninas, las siguientes caracteristicas embriolégicas

son una aportaciéon para el conocimiento del desarrollo de las estructuras reproductoras

femeninas de esta especie:

Se observo que el tejido nucelar degenera, por lo que no se presenta una
epistase.

Se presentan los planos de divisién que sufre la epidermis interna del tegumento
interno para dar origen al tapete tegumentario. Las células del tapete tegumentario
se diferencian a partir de las células de la epidermis interna del tegumento interno.
Se muestra que el tegumento externo maduro presenta divisiones anticlinales y
periclinales y no sufre ninguna otra modificacién en su morfologia.

Se observé que el brazo haustorial del saco embrionario degrada las células de la
tapete tegumentario, asi como el resto de las células del tegumento interno hasta

llegar siempre a la epidermis externa de este tegumento.
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Las siguientes caracteristicas morfologicas y embriolégicas observadas en Fouquieria
fasciculata coinciden con lo observado por Johansen (1936), Mauritzon (1936), Khan

(1943), Davis (1966), Govil (1970), Henrickson (1972), Johri et al. (1992).

o La placentacion es axial en la base del ovario, y parietal con tres placentas

septiformes en el resto del ovario.

e Los nectarioé son de tipo florales y se encuentran dispuestos alrededor de la
porcion basal del ovario.

¢ Los 6vulos son anatropos, bitégmicos y tenuinucelados.

¢ El tegumento interno forma el micropilo.

* Presencia de un tapete tegumentario.

e La célula arquesporial funciona directamente como la célula madre de las
megasporas.

» La tétrada de las megasporas es lineal, con la megaspora funcional en posicion
calazal:

e El desarrollo del saco embrionario es monosporico de tipo Polygonum como lo
describié Mauritzon (1936) y Khan (1943) y no tetrasporico de tipo Adoxa como lo
sefialoé Johansen(1936).

e EIl saco embrionario maduro desarrolla un brazo haustorial lo que le confiere la

forma de L.
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