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RESUMEN

La condicién sexual en la familia Cactaceae es habitualmente hermafrodita;
muy rara vez las flores en antesis son unisexuales. En la mayoria de las flores, se
desarrollan inicialmente ambos verticilos sexuales (androceo y gineceo), pero en alguna
etapa del desarrollo floral uno de ellos es abortado, estando involucrada la muerte
celular programada. Este proceso es comun en el desarrollo de las plantas y en algunos
casos las células muertas llegan a ser parte de la estructura de la planta, realizando
funciones importantes.

El objetivo de este trabajo fue determinar si existe muerte celular programada
durante el desarrollo del gineceo en flores masculinas de una poblacién funcionalmente
dioica de Opuntia robusta J.C. Wendl. En esta especie el gineceo de las flores masculinas
y femeninas presenta estilos huecos. En ambas flores el canal estilar estd formado por las
células de la epidermis interna, las cuales se alargan hacia el interior del canal como las
papilas estigmaticas, siendo de mayor longitud las de las flores masculinas. Por el
contrario, el tejido de transmision el cual esta formado por diferentes estratos celulares es
mas reducido en las flores masculinas que en las femeninas. En ambos morfos florales el
tejido de transmision se localiza por debajo de la epidermis interna y a través de él crecen
los tubos polinicos a lo largo del estilo, lo cual sugiere que tanto el estigma como el estilo
de ambas flores son funcionales. En etapas tempranas las papilas estigmaticas son
redondas en ambos tipos florales, pero avanzado el desarrollo el estigma de las flores
masculinas se reduce. A diferencia de los ovarios de las flores femeninas que presentan
una gran cantidad de 6vulos, los de las flores masculinas tienen pocos, los cuales crecen
s6lo en la base del ovario y no se desarrollan completamente o bien carecen de ellos.

El DNA se encuentra fragmentado en los nucleos del ovario y évulos, de las flores
masculinas indicando la posibilidad de que la muerte celular programada esté implicada
en la no funcionalidad de estas estructuras del gineceo. Asimismo se observd este
fendmeno en las células del cortex del estilo lo que indica que la diferenciacién de los

canales de mucilago se lleva a cabo por un proceso de muerte celular programada.



INTRODUCCION

La familia Cactaceae, endémica de Ameérica, cuenta con al menos 2000
especies (Anderson, 2001). La condicién sexual en esta familia se reporta
generalmente como hermafrodita, sin embargo por atrofia de uno de los verticilos
sexuales las flores son funcionalmente unisexuales. Debido a esto en 28 especies
de nueve géneros se han reportado diferentes sistemas reproductores al
hermafrodita (Orozco, 2002; Sanchez, 2007; Silva, 2007).

Aproximadamente el 10% de las Angiospermas muestran condiciones sexuales
diferentes al hermafrodita, ejemplo de éstas son: el sistema monoico, que consiste en
plantas con flores masculinas y femeninas; el dioico, que consiste en flores masculinas en
una planta y femeninas en otra; el ginodioicismo, en el cual las poblaciones estéan
compuestas de plantas femeninas y hermafroditas; el androdioicismo, cuando las
poblaciones tienen plantas con flores masculinas y plantas con flores bisexuales; y el
trioicismo, formado por plantas con flores bisexuales, femeninas y masculinas (Ainsworth,
2000).

La subfamilia Opunticideae de la familia Cactaceae, a la cual pertenece
Opuntia robusta J.C. Wendl. incluye plantas arborescentes, arbustivas y rastreras. El
tronco esta bien definido o puede presentar ramas desde la base. Los articulos son
globosos, claviformes, cilindricos o aplanados (cladodios), muy carnosos o lefiosos.
Las aréolas axilares tienen espinas, pelos y gléquidas (Bravo-Hollis, 1978). La especie
Opuntia robusta presenta plantas de tipo arbustivo y arborescente, con muchas ramas
que alcanzan hasta 1.5 m de longitud, las plantas pueden medir de 1 a 3 metros 0 mas.
Los segmentos de tallo son gruesos, redondeados u oblongos, de color verde azulado, de
20-25 cm de longitud (Anderson, 2001).

Las opuntias y los cactus en general estan ampliamente distribuidos y bien
adaptados a habitats de ambientes contrastantes, debido probablemente, a la poca
competencia con otras plantas, dadas las condiciones tan extremas en las que

pueden crecer, por ejemplo incluso en los desiertos mas calurosos de Norteamérica,



el Chihuahuense, Sonorense y el de Mojave, ademas han desarrollado diversas
adaptaciones para soportar la escasez de agua, las altas temperaturas durante el
dia y muy bajas durante la noche (Rebman y Pinkava, 2001).

La subfamilia Opuntioideae es también un grupo que ha desarrollado sistemas
de reproduccién diferentes al hermafrodita, los cuales han sido descritos para
diversas especies: el subdioico para Consolea spinosissima Lem. (Strittmatter et al.,
2002), C. rubescens (Salm-Dyck ex D.C.) Lem. (Strittmatter y Negrén-Ortiz, 2000), C.
corallicola Small (Negron-Ortiz y Strittmatter, 2004), C. millspaughii (Britton) A. Berger, C.
moniliformis (L.) A. Berger, C. nashii (Britton) A. Berger, C. picardeae (Urb.) Areces
(Strittmatter et al., 2006), el dioico para Opuntia quitensis F.A.C. Weber (Anderson,
2001), O. stenopetala Engelm. (Orozco, 2002), O. quimilo K. Schum. (Diaz y Cocucci,
2003), los dioico, trioico y hermafrodita para O. robusta J.C. Wendl. (Del Castillo, 1986) y
ginodioico para O. sanfelipensis Rebman, O. calmalliana J.M. Coult, O. molesta
Brandegee y O. wolfei (L.D. Benson) M.A. Baker (Rebman, 1998).

Del Castillo y Gonzalez (1988) describen que las poblaciones de O. robusta pueden
ser trioicas y dioicas. Los tres tipos florales reportados en las distintas poblaciones de O.
robusta son: flores estaminadas, bisexuales y pistiladas. Las anteras son funcionales
tanto en las bisexuales como en las estaminadas, mientras que en las pistiladas las
anteras estan atrofiadas. Los estigmas y los estilos son morfol6gicamente diferentes entre
los morfos y las camaras del ovario y el numero de 6vulos se observan reducidos en

tamano y numero en las flores estaminadas, con respecto a las femeninas y bisexuales.

En las plantas, la muerte celular es esencial para su desarrollo y supervivencia
(Greenberg, 1996). La muerte celular se da por dos procesos: 1) debido principalmente a
factores exdgenos agudos como trauma, estrés, toxinas, etc, ejemplo de este tipo es la
necrosis, definida como muerte celular accidental o resultado de trauma y 2) debido
principalmente a factores enddgenos, entre estos tipos de procesos se encuentran la
apoptosis, la muerte celular programada, también conocida como muerte celular
fisiolégica o necrobiosis (Nooden, 2004). Recientemente se ha considerado a la muerte

celular programada como un evento que provoca la aborcion de alguno de los érganos



reproductores en flores funcionalmente unisexuales. Esto puede estar ocurriendo en O.
robusta, como en otras especies de cactaceas que al inicio del desarrollo son bisexuales y
en la antesis presentan flores funcionalmente unisexuales (Flores, 2005; Strittmatter et al.,
2006).

En esta investigacion se determinara la funcionalidad del gineceo de las flores
estaminadas de una poblacién descrita como dioica de Opuntia robusta. Se evaluaran los
tejidos del gineceo esperando encontrar cambios citolégicos caracteristicos de la muerte
celular programada, asimismo se comparara el desarrollo morfolégico del gineceo entre

flores masculinas y femeninas para observar el dimorfismo entre ellas.



ANTECEDENTES

SISTEMAS REPRODUCTORES EN ANGIOSPERMAS

Cerca del 90% de las angiospermas producen flores bisexuales, es decir, que
presentan estambres y pistilo, el 10% restante, evoluciond a la unisexualidad, separando
los sexos espacialmente en diferentes flores. Esto se puede manifestar en el monoicismo,
en el cual los verticilos sexuales (androceo y gineceo) se encuentran en flores diferentes
en una misma planta, y el dioicismo, en el cual las flores femeninas y masculinas se

encuentran en diferentes plantas (Ainsworth, 2000).

Existen otros sistemas reproductores intermedios que se originaron durante la
evoluciéon del sistema hermafrodita al dioico y monoico en los que surgen flores
unisexuales. Estos son: 1) el ginodioicismo, en el cual, las poblaciones estan compuestas
de plantas con flores femeninas y plantas con flores hermafroditas; 2) el androdioicismo,
en el que las poblaciones tienen plantas con flores masculinas y plantas con flores
hermafroditas; 3) el trioicismo, con poblaciones de plantas con flores hermafroditas,
plantas con flores femeninas y plantas con flores masculinas; 4) el ginomonoicismo, en
cuyas plantas hay flores femeninas y hermafroditas; 5) el andromonoicismo, poblaciones
con plantas que tienen flores masculinas y hermafroditas; 6) el trimonoicismo, en el que

las plantas tienen flores hermafroditas, femeninas y masculinas (Ainsworth, 2000).

Lebel-Hardenack y Grant (1997) aseguran que las flores de la mayoria de las
especies monoicas y dioicas no pueden distinguirse de las flores hermafroditas durante
las primeras etapas de desarrollo porque ambos primordios de estambres y carpelos
estan presentes en las flores que finalmente seran unisexuales. La aborcién de los
primordios carpelares en la flor masculina y de los primordios estaminales en la flor
femenina ocurre después, variando, en dependencia de la especie la etapa en la cual se

suprime el desarrollo.



LA EVOLUCION DEL DIOICISMO

Entre los mecanismos que promueven la reproduccién cruzada se encuentran: la
separacién temporal de la maduracién del androceo y del gineceo en flores bisexuales
(protandria y protoginia, respectivamente), los mecanismos de autoincompatiblidad y el
dioicismo (Ainsworth, 2000).

El dioicismo se ha observado entre las familias de angiospermas basales y
derivadas. La distribucion filogenética de este sistema reproductivo indica que el dioicismo
surgi6 independientemente muchas veces en linajes hermafroditas (Bawa, 1980;
Anderson et al., 2000).

Modelos de evolucion

Los modelos de evolucién de las poblaciones dioicas, sugieren que:

e El| dioicismo es un mecanismo por el cual se evitan los efectos deletéreos de la
endogamia por medio del entrecruzamiento obligado, manteniendo, la mayoria de
las veces, mayor variacion geneética.

e En las plantas hermafroditas, la produccion de polen y de évulos puede limitarse
mutuamente, por lo que la separacion espacial de los sexos puede ocasionar una

eficiente distribucion de los recursos (Ainsworth, 2000).

Para Bawa (1984) la diferencia en la asignacion de recursos para varias funciones
en los distintos morfos sexuales es un aspecto interesante, especialmente las diferencias
entre los mutantes estériles masculinos, femeninos y los bisexuales, los cuales pueden
ser eventualmente reemplazados. Los mutantes asignaran mas recursos a las funciones

masculinas o femeninas que los hermafroditas.



Rutas de evolucion

Existen tres rutas posibles para originar el dioicismo:

Via hermafroditas: para esta ruta, existen dos vias de evolucion, la primera con dos
tipos de mutaciones, ocasionando esterilidad masculina o femenina en dos tipos
florales, en la que se pueden encontrar sistemas intermedios, como los androdioicos y
los ginodioicos (Ainsworth, 2000). La segunda ruta propone que los genes de
esterilidad masculina se expanden en una poblacién hermafrodita, resultando en una
etapa intermedia que involucra individuos femeninos y hermafroditas, finalmente
modificadores genéticos de la fertilidad femenina gradualmente convierten a los
hermafroditas en masculinos, resultando en dioicismo (Barret, 2002).

Via monoicismo: la selecciéon disruptiva en las poblaciones monoicas altera la
proporcion de flores femeninas y masculinas en cada individuo, ocasionando el
aumento gradual en la especializacién de la funcién sexual en cada género, hasta

originar plantas unisexuales (Ainsworth, 2000; Barret, 2002).

Via distilia: cuando existen diferentes posiciones de anteras y estilos (flores pin y
thrum), la transicion surge al aumentar la especializacién de cada tipo floral, los
morfos longistilos y brevistilos en muchos casos se convierten en flores femeninas y
masculinas respectivamente, asi el dioicismo surge de la especializacion de cada tipo

floral donde cada uno termina con una sola funcion sexual (Ainsworth, 2000).

Se han encontrado correlaciones entre el dioicismo y algunos factores ecolégicos y

morfolégicos (Baker, 1984). Se ha documentado que existe una correlacién entre algunos

factores ecoldgicos y el dioicismo, entre éstos se encuentran el tipo de polinizacién, la
dispersion de semillas, y la forma de vida, por ejemplo la mayoria de las especies dioicas
de un bosque seco en Costa Rica son polinizadas por abejas de tamano pequefio.

Respecto a los modos de dispersidén de las semillas, se observé que en tres localidades

con diferentes tipos de vegetacién en Costa Rica, la mayoria de las especies dioicas



tienen frutos carnosos por lo que sus semillas son dispersadas por animales (Bawa,
1980).

En un andlisis categérico multivariado hecho por Renner y Ricklefs (1995) se
corrobora la idea de correlacion entre el diocismo y factores ecolédgicos, encontrando que
la mayoria de las especies dioicas de angiospermas tienen tipos de polinizacién anemofila
e hidrofila y dispersion bidtica de semillas, existiendo una correlacidén entre el dioicismo y
la forma de vida. Estos autores establecieron que la mayoria de las familias con especies
dioicas son de habito arbéreo o arbustivo, principalmente de tipo enredadera y que el

dioicismo es poco comun en familias con especies herbaceas.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Barret (1998) quien sefala que el
dioicismo esta asociado a la polinizacidn anemofila o hidréfila y a las plantas de tipo
enredaderas (“climbing growth form”). Pero algunos estudios ejemplifican algunas
excepciones, por ejemplo, Diaz y Cocucci (2003) reportan que la polinizaciéon para la
especie ginodioica Opuntia quimilo K. Schum. es llevada a cabo por aves y abejas de
tamano grande (15-18mm). Valiente-Banuet et al. (1997) reportaron para la especie
androdioica Neobuxbaumia mezcalaensis Bravo polinizacidbn por murciélagos. Para
Pachycereus pringlei (S. Watson) Britton and Rose se reporta polinizacién principalmente
por murciélagos, aunque también por aves, abejas y polillas, encontrando que los
sistemas de reproduccién trioico y ginodioico, varian en un &rea geografica,
probablemente en relacién con la abundancia de murciélagos polinizadores del género
Leptonycteris (Fleming et al., 1994, 1998).

Sin embargo, también se ha reportado que la frecuencia de los sistemas sexuales
en una comunidad vegetal no siempre estd asociada con la forma de vida, tipo de
vegetacion, sistema de polinizacién, ni fenologia, lo cual fue demostrado por Lemus-
Jiménez y Ramirez (2005) en tres habitats de la planicie costera de Paraguana,
Venezuela. Estos autores mencionan que la baja proporcion de especies dioicas podria
estar asociada principalmente a las limitaciones edaficas y climaticas caracterizadas por
altas temperaturas, fuerte velocidad del viento, constante arrastre de finas particulas de



arena, fuerte radiacion y suelos mayormente arenosos calcareos, asi como a la historia

geolégica de dicha peninsula.

Se han desarrollado diferentes modelos evolutivos para explicar las relaciones
entre el dioicismo y los polinizadores. En el modelo de evolucion desarrollado por Vamosi
y Otto (2002) en plantas polinizadas por animales proponen que las flores masculinas
tienden a desarrollar flores mas vistosas que las flores femeninas, especialmente cuando
los polinizadores son abundantes; demuestran que este dimorfismo, al incrementarse,
podria aumentar el riesgo de extincibn en las plantas dioicas si los polinizadores
escasean, porque éstos pueden dejar de visitar a las flores femeninas. Segun los autores,
esto podria explicar por qué algunas plantas dioicas tienen flores inconspicuas y son
polinizadas por el viento o tienen multiples polinizadores y también por qué la proporcidén

de plantas dioicas es mucho menor en relacién con las hermafroditas.

En un estudio con Fragaria virginiana Duchesne, Ashman (2000) encuentra que el
dimorfismo entre las flores masculinas y femeninas afecta el nimero de polinizadores que
las visitan, incluidos entre ellos hormigas, abejas y moscas. Observo cierta discriminacion
hacia las flores femeninas, proponiendo que la selectividad del polinizador puede afectar
la evolucion del dimorfismo floral, llevando al mantenimiento de los estambres y pétalos

en las flores femeninas.

Especificamente en Cactaceae, Scobell y Schultz (2005) mencionan que las
poblaciones hermafroditas de Echinocereus coccineus Engelm. son polinizadas por
colibries, mientras que las poblaciones dioicas que se encuentran en areas donde no
abundan los colibries son polinizadas por abejas. Aseguran que esto probablemente se
deba a que los colibries propician una tasa mayor de entrecruzamiento que las abejas, de
esta forma, las poblaciones hermafroditas se mantienen donde abundan los colibries, y
las poblaciones dioicas en sitios con menor proporcion de colibries pero con mayor

proporcién de abejas.

Del Castillo y Gonzélez (1988) encuentran que los principales polinizadores de O.

robusta son abejas de tamafio mediano (hasta 14 mm) y que muestran el mismo



comportamiento en las flores de las tres formas sexuales, es decir que los cambios en la
morfologia floral no parecen ser suficientes para limitar el acceso de un tipo de polinizador

y favorecer a otro.

SISTEMAS REPRODUCTORES

En la familia Cactaceae

Segun Parfitt (1985) las condiciones sexuales de las cactaceas han sido mal
interpretadas por dos razones: primero, por datos inadecuados de las poblaciones
(sexado); segundo, por el uso indiscriminado de la palabra dioico, lo cual
normalmente no deja claro el verdadero sistema reproductor, aun cuando las

poblaciones o especies sean estudiadas correctamente.

La mayoria de las especies dioicas descritas para la familia empiezan su
desarrollo como flores bisexuales pero a lo largo de éste el crecimiento de uno de los
verticilos sexuales se detiene, resultando en la funcionalidad de s6lo uno de ellos.

En la subfamilia Pereskioideae

Leuenberger (1986) describe a Pereskia portulacifolia (L.) D.C. y Areces
(1984, en Leuenberger, 1986) a P. zinniiflora D.C. como dioicas. Reportan en estas
dos especies la existencia de flores funcionalmente estaminadas, con estilo corto,
[6bulos estigmaticos filiformes sin papilas y el I6culo del ovario muy pequefio, en el
que los Ovulos no se desarrollan o son anormales. En las flores pistiladas de P.
zinniiflorase observan |ébulos estigmaticos bien desarrollados, papilados, de casi 5
mm de largo, en el ovario la placentacién es parietal y se desarrollan numerosos

ovulos, sin embargo los estambres son estériles.

Areces-Mallea (1992) reporta a P. marcanoi Areces como especie dioica, observo
que las flores estaminadas tienen numerosos estambres fértiles, estilo vestigial con
algunos “l6bulos estigmaticos” filiformes y erectos, sin papilas, mientras que en las flores
pistiladas observé numerosos 6vulos en el ovario y el estigma con multiples Iébulos

papilados, pero con los estambres reducidos y estériles.



En la subfamilia Opuntioideae

Del Castillo (1986), reporta poblaciones de Opuntia robusta con plantas
dioicas, trioicas y hermafroditas, en los estados de Zacatecas, San Luis Potosi,
Aguascalientes e Hidalgo y que existe una diferenciacién ecoldgica entre individuos
unisexuales y bisexuales. El hermafroditismo predomina en sitios donde son
menores las oportunidades de que un individuo deje descendencia a través de
fecundaciéon cruzada, es decir en sitios marginales en donde la distancia entre los
individuos es grande y por la presencia de vecinos cercanos de otras especies que
compiten por los polinizadores; mientras que el dioicismo predomina en el centro de
las poblaciones debido a que los individuos unisexuales son incapaces de dejar

descendencia en ausencia de polinizadores.

Rebman (1998) describe a Opuntia sanfelipensis Rebman como especie
ginodioica debido a que, en la poblacién estudiada aproximadamente la mitad de las
flores colectadas tenian anteras sin polen y también encontré individuos con flores
hermafroditas; propone que debido a la cercania evolutiva las especies O. wolfei (L.
D. Benson) M.A. Baker, O. calmalliana J.M. Coult. y O. molesta Brandegee también

podrian ser ginodioicas.

Strittmatter y Negron-Ortiz (2000) describen a Consolea rubescens (Salm-Dyck ex
D.C.) Lem como especie dioica, en la cual las flores pistiladas, tienen un androceo que
no es funcional, es decir las anteras no producen polen. Mientras que en las flores
estaminadas el androceo esta bien desarrollado y es funcional. Las flores estaminadas
tienen el gineceo bien desarrollado, pero no es funcional, no se produce fruto y los I6bulos
estigmaticos permanecen cerrados, lo contrario ocurre en las flores pistiladas donde el

gineceo esta bien desarrollado y es funcional.

Anderson (2001) describe a O. quitensis F.A.C. Weber como especie con flores

funcionalmente unisexuales.

Orozco (2002) documenta que O. stenopetala Engelm. tiene un sistema sexual
funcionalmente dioico, dado que los granos de polen no se desarrollan en las flores

pistiladas ni hay formacién de 6vulos maduros ni estigmas en las flores estaminadas,



aunque la presencia de érganos vestigiales dé la apariencia de flores bisexuales. Flores
(2005) describe que las anteras de las flores pistiladas de esta especie se desarrollan de
manera similar a las estaminadas hasta la etapa de célula madre de la microspora
(CMMi), y que al entrar en meiosis, la CMMi presenta caracteristicas estructurales tipicas
de muerte celular programada. Observé compactacion de la cromatina, aumento en el
namero y tamano de vacuolas y colapso celular, lo cual ocasion6 la separacién de la
pared y también ocurre fragmentacion del DNA nuclear, la cual fue evidenciada mediante
la prueba de TUNEL (Roche, 2002). La autora sugiere que las CMMi entran al programa
de muerte celular programada propiciando la esterilidad masculina en este morfo floral.De
igual forma el tapete se hipertrofia y en las capas de la pared de las anteras hay

alteraciones, sugiriendo también muerte celular programada.

Strittmatter et al. (2002), describen a Consolea spinossisima Lem como especie
subdioica, con tres morfos florales: masculino, femenino y hermafrodita. Observaron que
en las flores hermafroditas el androceo es funcional y produce granos de polen viables y
el gineceo es parcialmente funcional, ya que en algunos individuos en etapa de antesis
los évulos degeneran, o sélo los 6vulos de la parte superior del ovario terminan su
desarrollo. Las flores masculinas tienen estambres mas largos, los ovarios se encuentran
bien desarrollados, con numerosos 6vulos, estilo y estigma, sin embargo en antesis, los
I6bulos estigmaticos permanecen cerrados, hay baja disponibilidad de reservas en el
tejido de transmision, por lo que no se permite el crecimiento de tubos polinicos y los
ovulos son abortados. Las flores femeninas tienen estambres con filamentos cortos y
marchitos, anteras no dehiscentes y sin polen, en éstas los Iébulos estigmaticos se

encuentran bien desarrollados y los ovarios llenos de évulos.

Diaz y Cocucci (2003) reportan a Opuntia quimilo K. Schum. como especie
ginodioica, en la que las anteras de las flores pistiladas son estériles y mas pequernas en
relacién con las de las flores hermafroditas y son estériles. En éstas las anteras son
funcionales y producen polen. Las flores pistiladas producen mayor cantidad de 6vulos

que las hermafroditas, los estilos y estigmas de ambas flores son funcionales.



Negrén-Ortiz y Strittmatter (2004) describen una uUnica poblacién silvestre de
Consolea corallicola Small cuya morfologia floral indica que la especie es hermafrodita.
Las flores producen granos de polen viables, pero raramente semillas viables y cuando
éstas se desarrollan, son por agamospermia. Aunque las flores empiezan su desarrollo
como hermafroditas, en la antesis los 6vulos son abortados. Durante la ontogenia el
megagametofito se caracteriza por la excesiva presencia de granulos de almidén, lo que
puede estar relacionado con la reduccidén de la nucela y por lo tanto la aborcidén de los
ovulos como sucede en C. spinossisima (Strittmatter et al. 2002). Las anteras tienen un
proceso de desarrollo normal, produciendo granos de polen viables. Sus estudios
sugieren que estas flores, superficialmente hermafroditas, son funcionalmente
estaminadas y los individuos sobrevivientes en la poblacién son todos masculinos. Su
hipotesis es que C. corallicola tiene un sistema reproductivo dioico, tal como se presenta
en otras especies del género Consolea y el morfo femenino se encuentra aparentemente

extinto.

Strittmatter et al. (2006) realizaron un estudio comparativo del desarrollo del
microsporangio en seis especies subdioicas del género Consolea, encontrando que en C.
millspaughii (Britton) A. Berger, C. moniliformis (L.) A. Berger, C. nashii (Britton) A. Berger
y C. picardeae (Urb.) Areces los tipos florales inician su desarrollo como flores bisexuales
pero en la madurez se desarrollan dos tipos florales, las flores pistiladas cuyas anteras

carecen de polen y las flores estaminadas que tienen 6vulos que abortan en la antesis.

En la subfamilia Cactoideae

Lindsay y Dawson (1952) describen una poblacion de Mammillaria neopalmeri R.T.

Craig, con flores unisexuales y hermafroditas.

Kimnach (1982) reporta poblaciones ginodioicas y hermafroditas de la especie
Selenicereus innesii Kimnach, en las que las flores pistiladas carecen totalmente de
estambres, encontré que la camara ovulifera contiene pocos 6vulos y esta parcialmente
llena de estilos rudimentarios que terminan en papilas estigmaticas Las flores
hermafroditas tienen el androceo y el gineceo normalmente desarrollados y funcionales,
de acuerdo a esto, Parfitt (1985) sugiere que la especie en la poblacién estudiada por



Kimnach podria ser funcionalmente hermafrodita debido a que las flores pistiladas

presentan malformaciones y pueden ser totalmente estériles.

Hoffman (1992), reporta para poblaciones dioicas de Echinocereus coccineus
Engelm. que las flores masculinas son de mayor tamafo que las femeninas; que hay
diferencias en las dimensiones del androceo. Encontr6 en las flores masculinas
estambres mas largos y anteras mas grandes; pero el numero de 6vulos y area de los
I6bulos estigmaticos en éstas es mucho menor que en las femeninas y no desarrollan

frutos; mientras que en las flores femeninas las anteras no desarrollan granos de polen.

Fleming et al, (1994) describen la biologia reproductiva de la especie trioica
Pachycereus pringlei (S. Watson) Britton and Rose, reportan a las flores pistiladas con
anteras que carecen de granos de polen, éstas son pequenas y oscuras, el gineceo esta
bien desarrollado y es funcional. En las flores estaminadas el androceo esta bien
desarrollado y es funcional, produciendo una gran cantidad de granos de polen, tienen
estilos y estigmas totalmente desarrollados, pero el ovario usualmente carece de 6vulos.
En las flores hermafroditas tanto el androceo como el gineceo se encuentran bien
desarrollados y son funcionales. Por ultimo las flores neutras que tienen el androceo
similar al de las flores pistiladas, por lo que no producen granos de polen y el gineceo es

similar al de las flores estaminadas, por lo que no desarrollan 6vulos ni semillas.

Valiente-Banuet et al, (1997) reportan para la especie Neobuxbaumia
mezcalaensis Bravo poblaciones con sistema reproductivo androdioico, en las plantas
masculinas y hermafroditas el androceo se encuentra bien desarrollado y es funcional; en

las plantas masculinas el gineceo se encuentra reducido y sin 6vulos maduros.

Baker (2006) describe a Echinocereus yavapaiensis M.A. Baker, con plantas con
flores masculinas con granos de polen fértil y sin frutos, mientras que las plantas con
flores femeninas producen granos de polen estériles.

Sanchez (2007) realizé el estudio embriolégico en una poblacién de Mamillaria
dioica K. Brandegee encontrando que la poblacion estudiada es ginodioica. La flor
hermafrodita presenta desarrollo normal del androceo y gineceo. La flor femenina tiene



desarrollo normal del gineceo y las anteras se atrofian antes de la meiosis, por lo que no
se desarrollan granos de polen.

CARACTERISTICAS DE LA SUBFAMILIA OPUNTIOIDEAE

Esta formada por plantas arborescentes, arbustivas y rastreras. El tronco esté
bien definido o puede presentar ramas desde la base. Las ramas son erectas,
extendidas o postradas. Los articulos o cladodios son globosos, claviformes,
cilindricos o aplanados, muy carnosos o lefnosos. Las aréolas axilares presentan
espinas, pelos y gloquidas, generalmente las aréolas de la parte superior del articulo

son las productoras de las flores (Bravo-Hollis, 1978).

Rebman y Pinkava (2001) sefialan que la subfamilia Opuntioideae ha
evolucionado réapida y exitosamente por las ventajas que le confiere la combinacién

de las siguientes estrategias reproductivas:

1. Reproduccion sexual, permitiendo mantener la variabilidad genética y el
desarrollo del dioicismo y ginodioicismo, lo cual incrementa el
entrecruzamiento y la diversidad genética de las poblaciones.

2. Reproduccion vegetativa a través de segmentos del tallo, frutos y brotes de
raices y semillas no sexuales.

3. Poliploidia, permitiendo que el DNA adicional a través de mutaciones
proporcione novedades genéticas.

4. Hibridizacion interespecifica, lo cual permite el intercambio de genes entre
poblaciones genética o parcialmente separadas, via fertilidad de hibridos.

Reyes-Arglero et al. (2006) establecen que el género Opuntia es probablemente el
mas exitoso entre los géneros de cactaceas de acuerdo a su distribucién, caracteristicas
de dispersién y procesos de propagacion vegetativa. Su éxito ecoldgico y evolutivo podria
ser atribuido a la fuerte asociacion que existe con los polinizadores y dispersores de

semillas.



En el género Opuntia, subgénero Platyopuntia muchas de las especies de
porte arborescente que predominan en el Altiplano Mexicano, y que dan la fisonomia
tipica de las nopaleras de estas regiones son marcadamente calcifugas, es decir,
que muestran selectividad en sus patrones de distribucién por sustratos de origen no
calizo de tipo siliceo, como riolita y basalto, aunque sus areas de distribucién estén
contiguas a sitios de substrato calizo donde no se desarrollan. Entre ellas se pueden
mencionar especificamente a Opuntia robusta, O. streptacantha Lem., O. leucotricha
D.C., O. chavena Giriffiths, O. hyptiacantha F.A.C. Weber y O. pachona Griffiths (Del
Castillo, 1986,1995).

Sistema de estudio: Opuntia robusta J. C. Wendl.

Opuntia robusta tiene plantas arbustivas a casi arbdéreas con muchas ramas,
que alcanzan hasta 1.5 m de longitud, de 1-3 m 0 mas de altura. Los segmentos del
tallo son redondos u oblongos, de color verde-azulado, gruesos, de 20-25 cm de
longitud y de 10-12.5 cm de ancho. Hojas muy finas, rojizas, de 4 mm de longitud.
Las aréolas son algo elevadas, de tamarno variable, separadas una de otra por 4-5.5
cm. Las gléquidas son numerosas de color amarillentas a cafés. Tienen de 2-12
espinas, aunque de vez en cuando estan ausentes, son duras, con bases oscuras,
de 5 cm de longitud. Las flores son amarillas, de 5-7 cm de longitud y de 5 cm de
diametro. Los frutos son globosos, de color rojo, de 7-9 cm de longitud (Fig. 1).

Su distribucién se reporta en el Centro de México, en los estados de Zacatecas,

Querétaro, San Luis Potosi, Guanajuato, Hidalgo y Michoacan (Bravo-Hollis, 1978).



Fig 1. Opuntia robusta en floracion.
(Tomada de Anderson, 2001)

Del Castillo y Gonzalez (1988) describen los tres tipos florales encontrados en
distintas poblaciones de esta especie. Las flores estaminadas, al igual que las
hermafroditas, tienen anteras que producen grandes cantidades de polen (las
estaminadas en mayor cantidad). Las anteras de las flores pistiladas estan atrofiadas y
no tienen polen fértil. En las flores estaminadas los estilos son mas largos, pero delgados
y en las pistiladas son mas cortos y las hermafroditas tienen un estilo de tamano
intermedio, lo que los lleva a proponer que son heterostilicas. En las flores estaminadas
el estigma tiene dos o tres |I6bulos atrofiados y erectos y en las pistiladas y hermafroditas
los l6bulos estan en forma de copa. La cavidad del ovario estd reducida en las flores
estaminadas con Ovulos atrofiados en la parte basal. En las flores pistiladas y
hermafroditas el I6culo es mas grande y sus paredes estan cubiertas por numerosos

évulos.

MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Existen numerosos casos en los que la muerte celular en las plantas es parte de su
desarrollo normal, y éstas muestran algunos de los cambios estructurales caracteristicos
de la apoptosis en los animales. Estos cambios citoldégicos y bioquimicos incluyen
condensacién nuclear, agregacion de cromatina en los margenes nucleares, formacion de
cuerpos apoptéticos, migracion de fosfaditil serina a la superficie externa de la membrana
plasmatica, contraccion celular y fragmentacién del DNA (Nooden, 2004).



Se han descrito cuatro tipos de muerte celular programada en plantas, asociados
principalmente a la ruptura de vacuolas y la subsecuente aparicion de las marcas tipicas
de muerte celular programada. Sin embargo, en algunos casos el colapso de las vacuolas
es precedido por la alteracion de otros organelos celulares, como la mitocondria (Vianello
et al., 2007).

En las células animales y en las plantas las mitocondrias juegan un papel
importante en la induccion de muerte celular programada debido a la liberacion de
diversos componentes desde el espacio intermembranal al citosol. Entre ellos las
nucleasas y el citocromo c, éste es un componente clave de la cadena de transporte de
electrones, esta molécula inicia la ruta de activacion de caspasas, que son las proteasas

que llevan a cabo la apoptosis (Liu et al., 1996; Jiang y Wang, 2004; Vianello et al., 2007).

La fragmentacion del DNA es considerada como un indicador del proceso de
apoptosis, ésta es detectada mediante la técnica inmunoldgica de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling), la cual consiste en
marcar el extremo 3°OH libre con nucleétidos modificados en los que una sonda
fluorescente los evidencia. La enzima responsable de pegar estos nucleétidos a los
extremos 3'OH libres del DNA es la TDT (Terminal deoxinucleotidil-transferasa), de esta
manera la fragmentaciéon del DNA en multimeros de oligonucleosomas durante la muerte

celular se hace evidente (Roche, 2002).

En algunas especies con flores unisexuales, inicialmente ambos érganos sexuales
estan presentes, y posteriormente a lo largo del desarrollo uno de los verticilos es
abortado (Greenberg, 1996).

El maiz (Zea mays L.) por ejemplo, es una especie monoica que tiene
inflorescencias masculinas y femeninas en la misma planta. La determinacién de la
unisexualidad en las flores del maiz involucra cambios citolégicos importantes en el
destino de los érganos sexuales, asi como también marcadas diferencias en la morfologia
de los tejidos florales. El proceso de determinacién sexual en el maiz muestra que ambas

inflorescencias en etapas tempranas del desarrollo son basicamente bisexuales, con



potencial de desarrollar siempre ambos sexos, pero su destino sexual y eliminacion
selectiva esta determinado en cada etapa de desarrollo y controlado por factores
genéticos, muerte celular programada y hormonas, para finalmente dar origen a flores
masculinas en la espiga y flores femeninas en el jilote (Dellaporta y Calderdn-Urrea, 1994;

Calderon-Urrea y Dellaporta, 1999).

Estudios embrioldgicos previos y evidencia de muerte celular

programada en Opuntia

Silva (2007) estudio el desarrollo embriol6gico de las flores masculinas y femeninas
de O. robusta, describiendo las etapas del desarrollo y las diferencias morfologicas e
histolégicas entre flores masculinas y femeninas. Actualmente, se esta llevando a cabo la
determinacién de la muerte celular programada en el androceo de las flores femeninas de
O. robusta y O. stenopetala. (Silva et al., 2007). Para determinar si durante el desarrollo
de las anteras en flores pistiladas existe muerte celular programada, y si esta relacionada
con la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria hacia el citosol como se ha reportado
para otras especies (Balk et al.,1999; Shimizu et al., 1999; Zhao et al., 1999). Asimismo
en O. stenopetala se esta describiendo morfolégica e histolégicamente el gineceo de
flores masculinas, sin embargo aun no se ha determinado si la muerte celular programada
interviene durante la aborcion de este verticilo como sucede en el androceo de las flores

femeninas (Vazquez-Santana et al., 2007).

Debido a que los sistemas de reproduccién que incluyen flores unisexuales son
poco comunes dentro de la familia Cactaceae, los estudios embrioldgicos que describen
el desarrollo y la morfologia de las estructuras florales y los que determinen la
funcionalidad de los verticilos sexuales requieren ser realizados para establecer el

sistema reproductor.



HIPOTESIS

La esterilidad del gineceo de las flores funcionalmente masculinas de Opuntia robusta se
atribuye a un proceso de muerte celular programada.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar si existe muerte celular programada durante la ontogenia del gineceo en

flores funcionalmente masculinas de O. robusta.
Objetivos particulares:

e Describir el desarrollo morfolégico del estilo y el estigma en flores funcionalmente
masculinas y femeninas.

e Determinar si los tejidos del estilo de las flores funcionalmente masculinas
permiten el crecimiento de tubos polinicos.

e Determinar la trayectoria de los tubos polinicos a través del estilo en ambos
morfos florales.

e Conocer la etapa del desarrollo floral y los tejidos o células involucradas en los
cuales se produce la aborcidon del gineceo en las flores funcionalmente
masculinas.

e Determinar si hay muerte celular programada en o6vulos, placenta, estilo y

estigma de las flores funcionalmente masculinas y femeninas.



METODO

Procedimiento en campo

El material biologico (flores, botones florales de individuos masculinos y femeninos,
y cladodios con flores en antesis) de Opuntia robusta se colecté en la localidad ubicada
en el kilbmetro 17 de la carretera San Juan del Rio-Tequisquiapan, en el estado de
Querétaro (20°30.795' N, 99°54.249’ W).

Procedimiento en laboratorio

De acuerdo con Jiménez (2002), Flores (2005) y Lépez et al. (2005) se establecio
la siguiente metodologia: de acuerdo al tamafo de los botones florales vy flores
masculinas y femeninas se establecieron 14 etapas de desarrollo (Tabla 1).

Los cladodios se mantuvieron en un recipiente bajo riego y régimen de luz y se
realizaron polinizaciones manuales en las flores.

Posteriormente los botones y las flores se disectaron retirando las unidades del
perianto y parte del pericarpelo, se fijaron en formaldehido al 4% en buffer de PBS 1Xy
en FAA (formol, 4cido acético, alcohol etilico).

Las muestras fijadas con formaldehido al 4% se enjuagaron con buffer de PBS 1X,
haciendo 3 cambios de 15 min cada uno. Las estructuras disectadas se deshidrataron
gradualmente en etanoles 50%, 70%, 85%, 96% y dos cambios de alcohol absoluto, 30
min en cada uno.

A partir de etanol absoluto algunas de las muestras se infiltraron en resina LR-
White:etanol absoluto en una proporcién 1:1 por 24 h y a 4°C y posteriormente dos
cambios en LR-White puro por 12 h a 4 °C. Las muestras se incluyeron en LR-White puro
en capsulas Been y se polimerizaron a 56°C en ausencia de oxigeno. Los bloques
obtenidos se cortaron a 1-2 um de grosor en el ultramicrotomo JMC MT990 vy se tifieron
con azul de toluidina.

Otra parte del material que consisti6 de estilo, estigma y ovario de flores en
diferentes etapas de desarrollo y en antesis, polinizadas en el laboratorio, fue pasado por
Xilol por 15 min y después en mezclas de Xilol:Paraplast en proporcidén 1:1 durante 12 h a



60°C. A continuacion se infiltr6 en Paraplast puro durante 24 h a 60° C. Finalmente se
incluy6é en Paraplast puro y se realizaron cortes de 10 um de grosor en el micr6tomo
rotatorio American Optical 820, algunos de los cortes se tifieron con azul de anilina y se
observaron en el microscopio de fluorescencia Olympus Provis AX750 y otros se tifieron
con safranina/verde rapido y se observaron y fotografiaron en un fotomicroscopio foténico
Olympus Provis AX750, y en un fotomicroscopio de imagen estructurada Zeiss Imager Z1.
Otros cortes de estilo y estigma fueron utilizados para pruebas histoquimicas de taninos
(vainillina) y se observaron al microscopio foténico.

Los estilos polinizados o de flores en etapa 14 post-fecundacién se mantuvieron en
hidréxido de potasio (KOH) por 12 horas aproximadamente, y luego se pasaron a azul de
anilina al 1% en K3PO4 0.1N y se dejaron toda la noche en oscuridad a 4°C, con este
material mediante un proceso denominado “squash” que consistié en aplastar los estilos
con un cubreobjetos sobre el portaobjetos, se realizé la técnica de fluorescencia para ver
tubos polinicos en un microscopio de fluorescencia.

Para las observaciones en el MEB el material fijado en FAA se deshidraté en
alcoholes graduales (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%) durante 2 hr en cada uno. Las
muestras se llevaron a punto critico en la desecadora CPD 030 de Baltec y se montaron
en portamuestras de aluminio cubriéndolos con una capa fina de oro en una ionizadora
Dentum Vacumn Desk Il. Las muestras se observaron en un microscopio electrénico de
barrido Jeol JSM-5310LV y se tomaron placas fotograficas de 4x5 pulgadas Kodak T-MAX
100.

Para la prueba de TUNEL se obtuvieron cortes en resina LR-White de 1 a 2 um de
grosor y cortes en paraplast de 2 a 5 um de grosor, los cuales se pusieron en portaobjetos
especiales Superfrost (Fisher) para inmunolocalizacién, luego se hidrataron en buffer de
PBS 1X por 15 min. Se agreg6 la proteinasa K (dos gotas) y se incubaron a 30-35°C por
15 min. Posterior a esto se separé la laminilla que fue utilizada como control positivo, a
la cual se le agregé la DNAasa. El resto de las preparaciones se lavaron 3 veces con
buffer de PBS 1X, cada uno por 3 min y se esperé hasta terminar el tratamiento de la
preparacion del control positivo (ver el siguiente parrafo). También se separd la

preparaciéon que fue utilizada como control negativo (sin enzima TdT).



Tabla 1. Etapas de desarrollo y medidas de los botones florales.

ETAPA LONGITUD (cm)
1 1.20 — 1.59
2 1.60-2.0
3 2.10-2.59
4 2.60-3.0
5 3.10-3.39
6 3.40-3.79
7 3.80-4.0
8 4.10-4.39
9 4.40-47
10 4.70-5.0
11 5.10-5.39
12 5.40-5.79
13 (antesis) 5.80-6.0
14 (post- Los tépalos se vuelven a
fecundacion) cerrar después de la
antesis.

Para el Control positivo: Se agreg6 50 pL de la solucion con DNAasa | (3000
U/mL de DNAasa, en buffer 50mM tris-HCL, pH 7.5, 10mM MgCl,, 1mg/ml BSA) se
cubrieron los cortes con parafilm y se incubaron por 10 min, después, se lavaron tres
veces con buffer PBS 1X cada uno por tres minutos, se agregd 50 uL de la reaccién
de TUNEL (con enzima TdT, nucle6tidos y fluorocromo) se cubrieron con parafilm y
se incubaron por 1:30 h en una camara humeda, en oscuridad a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavo cada una de las muestras 4 veces con buffer PBS
1X por 3-5 min a temperatura ambiente (se mantuvieron en obscuridad entre cada
lavado). Se montaron con medio de montaje DAKO mas DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol

dihidrocloruro) en proporcion 5:1 y se sellaron con barniz de ufias.



Para el Control negativo: Se agregaron 50uL de la solucién de marcaje (sin
enzima), se cubridé la muestra con parafilm y se incubé por 1:30 h en una camara
humeda, en obscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente se lavoé cada una
de las muestras 4 veces con buffer PBS 1X por 3-5 min a temperatura ambiente (se
mantuvo en obscuridad entre cada lavado). Se monté con medio de montaje DAKO mas
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro) en proporcion 5:1 y se sellé con barniz
de unas.

Las preparaciones se guardaron a 4°C en obscuridad y fueron observadas en
el microscopio Confocal Olympus FV1000.

En la Figura 2 se resumen las técnicas empleadas para detectar las evidencias
morfoldgicas, histoquimicas e inmunohistoquimicas de no funcionalidad y muerte celular

programada en el gineceo las flores femeninas y masculinas de la especie estudiada.
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Fig. 2. Esquema que resume los procedimientos para detectar evidencias de no funcionalidad
del gineceo en las flores funcionalmente unisexuales de O. robusta.



RESULTADOS

En esta seccién se describe el desarrollo morfolégico y anatdémico del gineceo en
flores funcionalmente unisexuales de una poblacién dioica de Opuntia robusta. Asimismo,
se describen las evidencias que permiten determinar la no funcionalidad de este verticilo
sexual y se muestran las etapas del desarrollo que permiten describir la anatomia del
gineceo en las flores funcionalmente masculinas y funcionalmente femeninas las cuales

se referiran desde este punto como flores masculinas y femeninas respectivamente.

DESARROLLO DEL ESTILO

Se observé mediante el MEB y cortes histolégicos la morfologia y anatomia del
estilo de las flores masculinas y femeninas en sus diferentes etapas de desarrollo. A
continuacién se describe la anatomia y las estructuras observadas de ambos tipos
florales.

Flores femeninas

En las flores femeninas se observd un estilo de tipo hueco, es decir, en su parte
central se ubica el canal estilar (Fig. 3a). Este esta delimitado por las células de la
epidermis papilosa interna del estilo (Fig.3b) estas células se alargan radialmente (Fig.
3c), tienen un citoplasma denso, con taninos y van disminuyendo su tamafo conforme se
alejan del estigma hacia la base del estilo, de tal manera que a la mitad del canal estilar
estas células ya no son tan alargadas (Tabla 2).

En los cortes transversales del estilo de flores femeninas se muestran los estratos
celulares que lo constituyen. En el centro de esta estructura se observan las células del
canal estilar seguidas del tejido de transmisién, éste compuesto por cerca de once
estratos celulares, los cuales se distinguen facilmente debido a que sus células son mas
pequenas y sus nucleos son muy evidentes (Fig. 4a). A continuacién del tejido de

transmision se encuentran las células del cértex que conforme avanza el desarrollo van



diferenciandose en células de mucilago y se localizan a todo lo largo del estilo, en esta

zona se localizan los haces vasculares y al margen la epidermis externa (Fig. 4b).

En la parte apical del estilo, se observa el canal estilar bastante amplio, rodeado

por las células del tejido de transmision y en la parte basal del estilo el canal estilar esta

mas cerrado y las células del tejido de transmision son mas pequenas (Fig. 4c).

Figura 3. Corte transversal del estilo de flores femeninas en etapa 5. a. Se observa un
estilo con un canal estilar bastante amplio, con tejido de transmision alrededor de éste
(MEB 15x). b. Acercamiento al canal estilar mostrando las células papiladas de la
epidermis interna del estilo, las cuales se alargan radialmente (MEB 50x). c.
Acercamiento a la epidermis papilosa interna del estilo (MEB 200x). Ce, canal estilar;
Cm, células de mucilago; e, epidermis externa; Pe, células de la epidermis interna en
forma de papilas; Tt, células del tejido de transmision.



Figura 4. Cortes transversales de estilos de flores femeninas. a. Parte apical del canal estilar
mostrando células papilosas (flechas) de mayor tamafio y citoplasma denso mientras que en
el tejido de transmision se observan células pequefias con niicleos evidentes (Etapa 10,
40x). b. Se observan del centro hacia afuera los estratos celulares que conforman el estilo,
las células del canal estilar, el tejido de transmision, las células del coértex, los haces
vasculares y la epidermis externa (Etapa 11, 10x). ¢. Parte basal del estilo, el canal estilar se
observa mads cerrado, las células papilosas de la epidermis interna (flechas) son mads
pequeiias y las células de mucilago son muy grandes (Etapa 10, 40x) Ce, células del canal
estilar; em, células de mucilago; e, epidermis externa; h, haz vascular; Tt, células del tejido
de transmision.



Tabla 2. Cuadro comparativo de semejanzas y diferencias morfologicas entre las estructuras del

gineceo de las flores funcionalmente unisexuales de Opuntia robusta.

FLORES FLORES
ESTRUCTURA FUNCIONALMENTE FUNCIONALMENTE
FEMENINAS MASCULINAS
Funcional Funcional
Tamafio normal Reducido el longitud y
10mm didm didmetro
2.5mm didm.
Papilas Juveniles redondeadas Pequefias
E STIGM A estigmaticas Maduras alargadas Juveniles redondeadas
Citoplasma denso con taninos Maduras alargadas
Citoplasma denso con taninos
Lébulos 9-10 6-38
estigmaticos Divergentes Reducidos
Haces 1 por 16bulo
vasculares
Mayor didmetro Menor didmetro
Menor longitud Mayor longitud
Canal Bastante amplio
Parte estilar
apical Cél. Papiladas
Epidermis Alargadas
interna Citoplasma denso con taninos
Canal Mas cerrado
ESTILO estilar
Parte Céls. Redondeadas
basal | Epidermis Pequefias
interna
Tejido de Funcional Funcional
A transmision 11 estratos celulares 6-7 estratos celulares
Todo Cortex Células grandes
lo Con mucilago
largo
Haces
vasculares
Epidermis Uniestratificada
Léculo Muy grande Reducido
OV ARIO Campilétropos Ausentes o
Ovulos NUMerosos

Normalmente desarrollados

Primordios sin mayor
diferenciacién. Raros los que
llegan a la madurez, pero no

funcionales




Flores masculinas

En los cortes transversales de los estilos de las flores masculinas se observaron los
diferentes estratos celulares que lo conforman. En el centro de éste se encuentra el canal
estilar, de células papiladas de la epidermis interna (Fig. 5a). Las papilas son cilindricas,
con taninos, generalmente mas largas que las encontradas en los estilos de las flores
femeninas (Fig. 5b). Adyacente a esta epidermis se ubican seis o siete estratos celulares
del tejido de transmision (Fig. 5c, Tabla 2), seguido de las células del cértex. Muchas de
ellas contienen mucilago, en esta zona se situan los haces vasculares y finalmente la

epidermis externa.

Se observan también las papilas estigmaticas, que en la parte apical del estilo son

mas alargadas (Fig. 5d) que en la parte basal (Fig. 5e).

DESARROLLO DEL ESTIGMA

Mediante el MEB y cortes histologicos se observaron los caracteres morfolégicos y
micromorfoldgicos de estigmas, |6bulos estigmaticos y papilas estigmaticas de las flores

masculinas y femeninas en sus diferentes etapas de desarrollo.

Flores femeninas

Se observaron en los estigmas aproximadamente 10 Iébulos estigmaticos
divergentes (Fig. 6a, c). Las papilas estigmaticas son de diferente forma de acuerdo a la
etapa de desarrollo, las papilas jévenes son de apariencia redondeada (Fig. 6b) y
conforme avanza el desarrollo éstas se alargan (Fig. 6d, Tabla 2). En etapa de antesis se
observan alargadas cubiertas de secrecion y con numerosos granos de polen (Fig. 6e).
En los cortes transversales del estigma de las flores femeninas se observan los |6bulos
estigmaticos (Fig. 7a), con el haz vascular en el centro (Fig. 7b). Cada uno de los I6bulos
esta delimitado por células de las papilas estigmaticas, las cuales tienen un citoplasma
denso y taninos (Fig. 7c).



Figura 5. Micrografias al microscopio electrénico de barrido y fotomicrografias en campo
claro de cortes transversales de estilos de flores masculinas. a. El canal bastante amplio
delimitado por las células papiladas de la epidermis interna (Etapa 10, MEB 50x). b.
Acercamiento al canal estilar, se muestran las células de la epidermis interna en forma de
papilas que se alargan radialmente y son mas largas que las de las flores femeninas, asi como
el tejido de transmision alrededor del canal (Etapa 10, MEB 150x). ¢. Acercamiento al canal
estilar en la parte basal, sin papilas, se pueden observar de 6-7 estratos en el tejido de
transmision (Etapa 10, MEB 750x). d. Parte apical del estilo, ésta es mds delgada y el canal
estd mas abierto, las células papiladas de la epidermis interna (flechas) son mds alargadas
(Etapa 3, 14x) e.- Parte basal del estilo, el canal estd mas cerrado y las papilas (flechas) son
mds pequeiias (Etapa 3, 14x) Ce, canal estilar; cm, células de mucilago; e, epidermis externa;
h, haz vascular; Pe, células de la epidermis interna, en forma de papilas; Tt, células del tejido
de transmision.
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Figura 6. Micrografias al microscopio electrénico de barrido de estigmas y papilas
estigmadticas de flores femeninas. a. Vista frontal del estigma, se observan 11 16bulos
divergentes (etapa 11, 15x). b. Papilas estigmdticas jovenes, redondeadas (etapa 3,
750x). c. Vista frontal del estilo, se observan 8 16bulos estigmaticos aun cerrados (etapa
6, 15x). d. Acercamiento a las papilas estigmadticas, éstas son alargadas (etapa 6, 350x).
e. Papilas estigmadticas cubiertas de secrecidon y con numerosos granos de polen (etapa
11, 200x). G, granos de polen; Le, 16bulos estigmaticos; Pe, papilas estigmadticas; Stg,
estigma; Stl: estilo.



Figura 7. Fotomicrografias en campo claro de cortes transversales de estigmas de flores
femeninas. a . Se observan 10 l6bulos estigméticos (Etapa 4, 9x) b. Acercamiento a los
l6bulos estigmaticos, rodeados por papilas estigmaticas unicelulares y se observa al centro el
haz vascular (Etapa 4, 25x). c¢. Acercamiento a las papilas estigmdticas con taninos los
cuales se tifien de verde con azul de anilina (etapa 11, 40x). h, haz vascular; Le, 16bulos
estigmaticos; Pe, papilas estigmadticas.



Flores masculinas

En las flores masculinas el estigma esté reducido en relacion al tamafo (longitud y
didmetro) y al numero de los l6bulos estigmaticos respecto a lo observado en las flores
femeninas (Tabla 2). En los estigmas de las flores masculinas se encuentran de seis a
ocho lébulos (Fig. 8a, b),cada uno con un haz vascular en el centro (Fig. 8c). Las papilas
estigmaticas en las diferentes etapas de desarrollo son morfolégicamente distintas. En
etapas tempranas son redondeadas (Fig. 9a, b) y en etapas posteriores son cilindricas y
mas alargadas (Fig. 9c) aunque siempre mas pequefias que las de los estigmas

femeninos.

DESARROLLO DEL OVARIO

Mediante el MEB y cortes histolégicos se observaron las cdmaras del ovario y

ovulos en diferentes etapas de desarrollo de ambos morfos florales.

Flores femeninas

Las flores femeninas de Opuntia robusta presentan un ovario con numerosos
ovulos (Fig. 10a,b, Tabla 2) campilétropos (Fig. 10c) en diferentes etapas de desarrollo.
Los o6vulos presentan tricomas en la parte interna del funiculo (Fig. 10d,e). En cortes
longitudinales de évulos se observan precipitaciones de mucilago, dos tegumentos
externos y estan rodeados por el funiculo (Fig. 12a).

Flores masculinas

La mayoria de los ovarios de las flores masculinas presentan un l6culo reducido sin
ovulos (Fig. 11a, b, Tabla 2). Sin embargo, también hay flores que presentan ovarios con
ovulos (Fig. 11c), que no llegan a la etapa de madurez, o permanecen como primordios
ovulares alargados (Fig. 11d); En algunas ocasiones el évulo alcanza la madurez cuando
la flor se encuentra en etapa de antesis (Fig. 11e), sin embargo como se explicara mas
adelante, sus células pueden presentar muerte celular programada. En cortes de 6vulos



se observaron precipitaciones de mucilago en los sitios correspondientes al saco
embrionario, siendo éstos mayores en los évulos de flores masculinas, los cuales estan

reducidos y tienen los tegumentos colapsados (Fig. 12b).

Figura 8. Micrografias al microscopio electréonico de barrido y fotomicrografias en
campo claro de estigmas de flores masculinas. a. Vista lateral del estigma, se observa
reducido en longitud y didmetro en comparacion con el de las flores femeninas (Etapa 2,
75x). b. Vista lateral del estigma reducido (Etapa 4, 50x). ¢. Corte transversal de estilo,
se observan ocho l6bulos, cada uno con un haz vascular central y rodeados por papilas
estigmdticas (Etapa 5, 9x). h, haz vascular; Le, 16bulo estigmdtico; Pe, papilas
estigmdticas; Stg, estigma; Stl, estilo.



Figura 9. Micrografias al microscopio electronico de barrido de papilas estigmaticas de
flores masculinas. a. Acercamiento a las papilas estigmdticas redondeadas en etapa
joven, (Etapa 3, MEB 350x). b. Papilas estigmaticas jovenes redondeadas (Etapa 4,
500x) c. Papilas estigmdticas alargadas en etapas avanzadas del desarrollo. (Etapa 9,
350x). Las papilas se observan de menor tamafo respecto a las femeninas Pe, papilas
estigmaticas.



Figura 10. Micrografias de ovarios y 6vulos de flores femeninas al microscopio electrénico de
barrido y microscopia foténica en campo claro. a. Se observa un ovario con gran cantidad de
6vulos normalmente desarrollados (Etapa 11, MEB15x) b. Corte transversal de un ovario con
numerosos 6vulos (Etapa 4, 62.5x). ¢. Ovulos, campilétropos (Etapa 11, MEB 50x) d.
Acercamiento a un 6vulo, se observan tricomas en la parte interna del funiculo (Etapa 11.
MEB 75x) e. Acercamiento a los tricomas (Etapa 11, MEB 350x). F, funiculo; O, évulo; P,
placenta; T, tricomas.



Figura 11. Micrografias de ovarios y 6vulos de flores masculinas al microscopio
electrénico de barrido y fotomicroscopia en campo claro. a. Se observa la cdmara
ovulifera reducida y sin évulos (Etapa 2, MEB 75x) b. Cavidad del ovario, se observa
vacia y reducida en comparacion con e (Etapa 13 antesis, 5x). ¢. Se observa el 16culo
del ovario con algunos 6vulos inmaduros (Etapa 10, MEB 75x). d. El ovario no
desarrolla 6vulos, s6lo se observan primordios ovulares alargados y sin mayor
diferenciaciéon (Etapa 6, 25x). e. Se observan 6vulos maduros no funcionales en el
l6culo del ovario, no son funcionales y en menor cantidad respecto a los femeninos
(Etapa 13 antesis, 5x). Co: cdmara ovulifera. F: funiculo. O: 6vulo. Ov: pared del
ovario. P: placenta. Po: primordios ovulares.
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Figura 12. Fotomicrografias de fluorescencia y fotonica en campo claro de 6vulos de
flores femeninas a y masculinas b. Se muestran los ¢vulos bitégmicos y el funiculo
(Etapa 13, 40x). F, funiculo; O, 6vulo; T, tegumentos. Las flechas indican
precipitaciones de mucilago en el interior de los 6vulos.



TRAYECTORIA Y CRECIMIENTO DE LOS TUBOS POLINICOS EN EL GINECEO

Con la finalidad de conocer si los estilos de las flores masculinas son funcionales y
permiten el crecimiento de los tubos polinicos se analizaron estilos de ambos morfos
florales que fueron polinizados manualmente con polen proveniente de flores masculinas,
asi como también estilos de flores masculinas y femeninas en etapas de post-antesis.
Igualmente se investigd el trayecto de los tubos polinicos a través del estilo, ya que no

existe informacién al respecto en cactaceas.

En los estigmas de ambos morfos florales de Opuntia robusta se observaron
granos de polen germinando (Fig. 13a,b). En el tejido de transmision se observaron
creciendo tubos polinicos, no sélo en flores femeninas (Fig 13c,e) sino también en flores
masculinas (Fig. 13d,f), asi como en las zonas en las zonas cercanas a la base del estilo.
Existe diferencia entre la funcionalidad de ambos morfos ya que los tubos polinicos se
encontraron creciendo siempre en mayor numero en los estilos femeninos (Fig. 14a) que

en los masculinos (Fig. 14b).
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Figura 13. Fotomicrografias en fluorescencia de estigmas y estilos de flores masculinas y femeninas en
etapa 14. Se muestran los tubos polinicos. a. Estigma de flor femenina con granos de polen germinando.
b. Estigma de flor masculina y tejido de transmisién del estilo adyacente al estigma. c¢. Tejido de
transmisién del estilo de flor femenina, las células en negro son las células papilares del canal estilar
(flechas rojas). d. Estilo y tejido de transmision de flor masculina, hay pocos tubos polinicos en esta drea.
(10x). e. Estilo de flores femeninas con miltiples tubos polinicos. f. Estilo de flores masculinas. (20x).
G, granos de polen; Las flechas blancas indican tapones de calosa resultantes del crecimiento de los tubos
polinicos.



200pum

Figura 14. Fotomicrografias en fluorescencia de cortes transversales de estilo. a. Estilo de
flor femenina (4x). b. Estilo de flor masculina (4x). En ambos se observan los tubos
polinicos (flechas) creciendo a través del tejido de transmision adyacente al canal estilar,
siempre en menor numero en los estilos de las flores masculinas. Asimismo se observan
diferentes estratos de células mucilaginosas en el cortex. Ce, canal estilar; e, epidermis; h,
haz vascular; p, células papilares de la pared interna del estilo.



DETECCION DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Mediante la técnica (tincion) de TUNEL se determiné si hay muerte celular
programada en el gineceo de las flores masculinas. Se observaron los nucleos de las
células de estigmas, estilos, ovarios y évulos cuando estos se presentaron, en diferentes
etapas de desarrollo, asimismo se analizaron estas mismas estructuras en las flores
femeninas. Las muestras se contrastaron con DAPI, el cual tifie los nucleos, comparando

las dos tinciones, se pudieron obtener los resultados que se describen a continuacion.

Controles de la prueba de TUNEL

Para las muestras control se utilizaron estilos de flores masculinas, al control
positivo se le agregd previamente a la reaccion de TUNEL, DNAasa, la cual fragmenta el
DNA y nos da una referencia de lo que se quiere observar, es decir, nucleos con la tincion
doble (Fig.15). Al control negativo no se le agrega la enzima TdT, que es la encargada de
unir los nucledtidos y el fluorocromo a los nacleos, de esta manera no se observa la

fluorescencia en los nucleos (Fig.16).

Flores masculinas

Los resultados de estas pruebas indican que, en las células de los estigmas de las
flores masculinas en las etapas 5, 6, y 8 no existe el DNA fragmentado en las células

adyacentes a las papilas estigmaticas (Figs. 17, 18).

En los estilos de flores en etapas 1, 3, 5, 6 y 8 no se observa el DNA fragmentado
en las células del tejido de transmisidn ni en las células adyacentes a éstas, sin embargo
en dos individuos de la etapa 2 y 4 se detectaron evidencias de muerte celular
programada en las células del cortex pero no en el tejido de transmision (Figs. 19 - 21).

Los ovarios de las flores masculinas en las etapas tempranas de desarrollo no

presentaron muerte celular programada, esto en las etapas 2-5, sin embargo en algunos



individuos de etapas tempranas se encontr6 DNA fragmentado en algunas células, y en
etapas mas avanzadas, el numero de células con DNA fragmentado era mayor, los
individuos de etapas 6, 7 y 13 (antesis) presentan muerte celular programada en la
placenta. En el ovario de una flor masculina en etapa de antesis, se encontraron 6vulos
en etapa madura, pero de acuerdo a estas pruebas tanto el tejido del funiculo y la nucela
presentan muerte celular programada (Figs. 22,23).

Flores femeninas

Con la finalidad de descartar que la muerte celular programada se presenta
también en las flores femeninas, se analiz6 el gineceo de éstas en etapas jovenes y

avanzadas (etapas 4,6 y 11).

En las células adyacentes a las papilas estigmaticas no se observé muerte celular
programada en los botones de la etapa 4 (Fig. 24). En los estilos de las flores femeninas,
no se observo la existencia de la muerte celular programada en las células del tejido de
transmisién pero al igual que en las flores masculinas se observd evidencia de muerte
celular programada en las células del cértex (Fig. 25); en ovario y évulos de las flores
masculinas no se observaron evidencias de muerte celular programada (Fig. 26).



CONTROLES Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas

Control Positivo

Control Positivo

Figura 15. Control Positivo. A este tejido se le agrega DNAasa para observar en todos los nicleos la fluorescencia con la tincion de TUNEL
(verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nicleos del tejido, las flechas indican los niicleos con tincidon doble, es decir DNA
fragmentado.




CONTROLES Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas

Control negativo

Figura 16. Control Negativo. A este tejido no se le agrega la enzima TDT por lo que en la tincion de TUNEL no se observan nticleos
fluorescentes. La tincion de DAPI (azul) evidencia los nucleos. En las imagenes sobrelapadas no se observan nucleos con DNA
fragmentado.



ESTIGMA Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas
Flores Masculinas
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igura 17. Estigmas de flores masculinas, el recuadro indica el sitio del estigma que se observa en las pruebas. En este tejido no se

observan nucleos fluorescentes con la tincion de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nucleos. En las imdgenes
sobrelapadas no se observan nicleos con DNA fragmentado.



ESTIGMA Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas

Flores Masculinas

Figura 18. Estigma de flor masculina, el recuadro indica el sitio del estigma que se observa en las pruebas. En este tejido no se observan
nucleos fluorescentes con la tincién de TUNEL (verde), se observan papilas estigmdticas autofluorescentes, la tincion de DAPI (azul)
corresponde a los nicleos. En las imagenes sobrelapadas no se observan nicleos con DNA fragmentado.




ESTILO Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas
Flores Masculinas

Etapa 1

Figura 19. Estilos de flores masculinas. El recuadro indica el sitio del estilo que se observa en las pruebas. En este tejido se observa en los
nucleos del cortex la fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nicleos del tejido. En las
imdgenes sobrelapadas las flechas indican los nticleos con tincion doble, es decir DNA fragmentado.




ESTILO Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas
Flores Masculinas

Figura 20. Estilo de flor masculina. El recuadro indica el sitio del estilo que se observa en las pruebas. En este tejido se observa en los
nucleos del cortex la fluorescencia con la tincién de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nicleos del tejido. En las
imagenes sobrelapadas las flechas indican los nticleos con tincion doble, es decir DNA fragmentado.




ESTILO Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas
Flores Masculinas

Etapa 5

Etapa 8

Figura 21. Estilos de flores masculinas. El recuadro indica el sitio del estilo que se observa en las pruebas. En este tejido no se observa en los
nucleos la fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde), se observan papilas autofluorescentes, la tincion de DAPI (azul) corresponde a los
nucleos del tejido. En las imdgenes sobrelapadas no se observan nucleos con tincion doble.



OVARIO Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas
Flores Masculinas

Etapa 2

Etapa 7

Figura 22. Ovarios de flores masculinas. El recuadro indica el sitio del ovario que se observa en las pruebas. En este tejido se observa en
los nucleos la fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nticleos del tejido. En las
imagenes sobrelapadas las flechas indican los nticleos con tincion doble, es decir DNA fragmentado.




OVARIO Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas

Flores Masculinas

Etapa 13
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Figura 23. Ovarios y ovarios con 6vulos de flores masculinas. El recuadro indica el sitio del ovario que se observa en las pruebas. En este
tejido se observa en los nucleos la fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde), la tincién de DAPI (azul) corresponde a los nicleos del
tejido. En las imagenes sobrelapadas las flechas indican los nicleos con tincion doble, es decir DNA fragmentado.



ESTIGMA Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas

Flores Femeninas

Figura 24. Estigma de flor femenina, el recuadro indica el sitio del estigma que se observa en las pruebas. En este tejido no se observan
nucleos fluorescentes con la tincion de TUNEL (verde), la tinciéon de DAPI (azul) corresponde a los nucleos. En las imagenes
sobrelapadas no se observan nicleos con DNA fragmentado.




ESTILO Tincion de DAPI Tincion de TUNEL Imagenes sobrelapadas

Flores Femeninas

Etapa 4
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Figura 25. Estilo de flor femenina. El recuadro indica el sitio del estilo que se observa en las pruebas. En este tejido se observa en los
nucleos del cortex la fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde), la tincion de DAPI (azul) corresponde a los nicleos del tejido, en las
imagenes sobrelapadas las flechas indican los nticleos con tincion doble, es decir DNA fragmentado.
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DISCUSION

En la familia Cactaceae, que cuenta con al menos 2000 especies (Anderson,
2001), se han observado y estudiado en 28 especies de nueve géneros sistemas
reproductores diferentes al hermafrodita. Cabe destacar que pocos son los estudios que
describen la etapa del desarrollo en el cual el crecimiento de uno de los verticilos sexuales
se detiene, dando como resultado flores funcionalmente unisexuales, ya sean

masculinas o femeninas (Flores, 2005; Strittmatter et al., 2006; Sanchez, 2007).

De acuerdo a Orozco (2002) la unisexualidad en los miembros de la familia
Cactaceae posiblemente ha surgido evolutivamente en mdultiples ocasiones, teniendo
diversos origenes. Mitchell y Diggle (2005) mencionan que la presencia del dioicismo en
diferentes familias de angiospermas puede considerarse como homoplasia, esto mismo
seria lo que sucede dentro de la familia Cactaceae.

El dioicismo es un mecanismo que promueve la polinizaciédn cruzada entre los
individuos, manteniendo la variacion genética y ha evolucionado como una respuesta de
seleccion para evitar la endogamia o como respuesta a factores ecolégicos como
polinizacion, distribucidn y restriccidn de recursos (Pannell, 2000). Del Castillo y Gonzalez
(1988) al describir las distintas poblaciones de Opuntia robusta con polimorfismo floral
encontraron que el hermafroditismo predomina en sitios donde son menores las
oportunidades de que un individuo deje descendencia a través de fecundacién
cruzada es decir, en condiciones de escasez de polinizadores o0 de plantas
disponibles para intercambios genéticos. En las poblaciones estudiadas de O.robusta
el dioicismo predomina en poblaciones centrales debido a que los individuos
unisexuales tienen mayores tasas de crecimiento, sobrevivencia y son més resistentes
a la herviboria, por lo que al haber competencia intraspecifica en sitios densos, el

dioicismo prevaleceria sobre el hermafroditismo.

Respecto al modelo de evolucién del dioicismo en O. robusta, hay diferencia en
cuanto a la asignacién de recursos en las flores unisexuales, encontrando que las

plantas unisexuales son competitivamente superiores a los hermafroditas. Esta



ganancia de recursos se ve reflejada en el incremento en la cantidad y calidad de
polen u Ovulos que producen los individuos unisexuales con respecto a los
hermafroditas, aumentando asi la calidad de su descendencia, lo cual explica el
establecimiento del dioicismo en esta poblacién (Del Castillo ,1986).

En la familia Cactaceae, las especies que han sido reportadas con un sistema
reproductivo diferente del hermafrodita han sido denominadas como funcionalmente dioicas
debido a la presencia de ambos verticilos sexuales en las primeras etapas del desarrollo y
la funcionalidad de s6lo uno de ellos en las flores en antesis. De acuerdo con Strittmatter
et al. (2002) y Hoffman (1992) lo anterior sugiere que los ancestros de estas especies
tenian un sistema reproductivo hermafrodita y que la ruta de evolucién se llevo a cabo por
esta via. Para las especies ginodioicas como Opuntia quimilo Bawa (1980) sugiere que el
ginodioicismo puede ser una condicion estable o s6lo una etapa en la evolucion del
dioicismo, mientras que para la especie trioica Pachycereus pringlei, Fleming et al. (1994)
consideran que el trioicismo pudo haber resultado de la disminucién del dioicismo y de la
invasién de individuos hermafroditas en poblaciones con individuos masculinos vy

femeninos.

Respecto a la ruta de evolucién del sistema reproductivo en O. robusta Del Castillo y
Gonzalez (1988) proponen a la heterostilia como precedente al dioicismo, en la que esta
condicién pudo haber favorecido a los individuos cuyo sexo estad asociado con el tipo de
estilo que les permitiera un funcionamiento mas eficiente, asi las plantas masculinas
poseen un estilo largo y delgado para permitir mejor el acceso del polinizador y las
femeninas poseen un estilo mas pequefio con un estigma desarrollado que asegura la

transferencia de polen cuando el polinizador alcanza la zona nectarifera.

Con el presente analisis embriolégico realizado en O. robusta se considera que la
interpretacion de la heterostilia puede ser falsa, ya que de acuerdo a los resultados
obtenidos la diferencia entre la longitud de los estilos se debe a la atrofia de los tejidos que
lleva a una reduccion de éstos en las flores masculinas. Se observé que entre los dos tipos
florales estudiados de existe un ligero dimorfismo en el gineceo, el cual se ve reflejado
principalmente en la cantidad de papilas estigmaticas (menor en las flores masculinas) y en



el numero de évulos y tamafno del ovario (longitud de la camara del ovario y grosor del
pericarpelo), en la poblacién estudiada se encontraron hasta 10 6vulos, lo cual difiere de lo
reportado por Del Castillo (1986) quien menciona que puede haber hasta 40 6vulos en las
flores masculinas; la diferencia puede deberse a variaciones morfoldégicas entre las
poblaciones. Asimismo en las flores femeninas los estambres son mas pequeios y las
anteras no producen polen, mientras que las flores masculinas producen una gran cantidad
de granos de polen. A nivel del perianto el dimorfismo entre las flores masculinas y las
femeninas no es muy marcado, pero se desconoce si existe algun efecto de la reduccién de

los érganos reproductores sobre los polinizadores.

El estigma de las flores masculinas se encuentra reducido en tamarno y numero de
I6bulos en comparacion con el de las femeninas, en éstas los |6bulos estigmaticos son
divergentes al igual que en las flores femeninas y/o hermafroditas de Consolea
spinossisima (Strittmatter et al., 2002) y O. quimilo (Diaz y Cocucci, 2003), lo cual se ha
relacionado con asegurar la transferencia de polen al ser visitadas por los polinizadores
(Del Castillo y Gonzalez, 1988).

Un resultado interesante de esta investigacion es que ambos morfos florales de
Opuntia robusta presentan estilos huecos, en los estilos huecos se sabe que los tubos
polinicos crecen a través de las células del canal estilar (células de la epidermis interna del
carpelo) o bien sobre el propio canal estilar el cual esta lleno de secrecion, estas
estructuras funcionan para que los tubos polinicos puedan crecer y nutrirse para alcanzar
los 6vulos, en O. robusta el canal estilar estd formado por las células papiladas de la
epidermis interna, éste carece de secrecidn por lo que no es como los estilos huecos

tipicos (Raghavan, 1997).

En las flores masculinas, los estilos estan reducidos en comparacion con el de las
femeninas en diversas zonas. El tejido de transmision es mas reducido en las flores
masculinas que en las femeninas, pero a pesar de esto llamé la atencién que tanto el
estigma y el tejido de transmision en las flores masculinas son funcionales, ya que al
realizar polinizaciones manuales y analizar estilos de flores post-antesis se detectaron

tubos polinicos creciendo por estos tejidos, aunque el ovario carezca de évulos maduros o



incluso de évulos. Estos resultados sugieren que las células del canal estilar no son la zona
por la cual crezcan los tubos polinicos, lo cual explica la falta de liquido secretado por
éstas; esto mismo es observado por Strittmatter et al. (2002) para la especie Consolea

spinossisimay quienes denominan a este tipo de estilo como semisdlido.

En el presente trabajo se considera que O. robusta no presenta estilos huecos
tipicos, ademas no hay por el momento una explicacién sobre la presencia y funcion de las
células papilares, que no parecen ser secretoras, debido a que no se detecté ninguna
secrecion a lo largo del canal estilar relacionada con el crecimiento de los tubos polinicos.
La presencia de taninos en el canal estilar pudiera estar relacionada con la herviboria, ya
que estos compuestos de acuerdo con Zucker (1983) tienen un papel como mecanismo de
defensa contra la herviboria y el parasitismo en las plantas, ya que afectan el sabor de los
tejidos y los procesos digestivos de dichos animales, asimismo favorecen el retraso en la

descomposicion del tejido vegetal.

Probablemente las células papiladas de la epidermis interna del canal estilar son
mas grandes en la parte apical del estilo para formar una barrera de proteccion mas
eficiente contra los parasitos o herbivoros y asegurar el desarrollo de los 6vulos, ya que de
acuerdo a Shykoff et al. (1996) algunos patdgenos usan el estigma y el canal estilar como
punto de entrada a la flor.

A pesar de que el numero de tubos polinicos que se observaron creciendo en el
estilo de las flores funcionalmente masculinas fue menor al observado en las flores
funcionalmente femeninas, ésto contrasta con las observaciones para este morfo floral en
otras especies de la subfamilia Opuntioideae, por ejemplo en Opuntia stenopetala que
carece de estigma, el tejido de transmisiéon es sumamente reducido (Orozco, 2002, 2005) y
no permite el crecimiento de tubos polinicos (G. Orozco, com. pers.) y en Consolea
spinossisima en la que, al igual que en O. robusta y en C. rubescens, los |6bulos
estigmaticos permanecen cerrados y si bien el polen germina en ellos, el estilo carece de
los nutrimentos o sefiales quimicas necesarios, evitando el crecimiento de los tubos
polinicos (Strittmatter y Negrén-Ortiz, 2000, Strittmatter et al., 2002).



La presencia de gran cantidad de 6vulos campilétropos en diferentes etapas de
desarrollo en los ovarios de las flores funcionalmente femeninas de Opuntia robusta
coincide con lo reportado para este morfo floral en otras especies de la subfamilia
Opuntioideae, tales como Consolea spinossisima, O. stenopetala y O.quimilo. En esta
ultima las flores funcionalmente femeninas producen mayor cantidad de 6vulos que las
hermafroditas (Orozco, 2002, Strittmatter et al., 2002, Diaz y Cocucci, 2003), en éstas
posiblemente los évulos no han desaparecido totalmente porque el periodo de tiempo
evolutivo no ha sido suficiente para que esto ocurra, pero apoyan la hipétesis de que el
ancestro debié ser hermafrodita.

Las flores funcionalmente masculinas de algunas especies unisexuales de la
subfamilia Opuntioideae, como Consolea spinossisima, C. corallicola, C. rubescens, C.
millspaughii, C. moniliformis, C. nashiiy C. picardeae desarrollan numerosos 6vulos, pero
en etapa de antesis éstos se encuentran totalmente degenerados (Strittmatter et al., 2002;
Negrén-Ortiz y Strittmatter, 2004; Strittmatter et al., 2006). En el caso de Opuntia
stenopetala se observaron flores funcionalmente masculinas con 6vulos o con primordios
de dvulo de placentacidén basal, pero su desarrollo no se concluye o ni siquiera inician su
desarrollo respectivamente (Orozco, 2002), lo que habla de que la especie se encuentra en
una etapa evolutiva avanzada o sigue una estrategia de aborcién temprana de los évulos,

comparada con las otras especies de cactaceas con ovarios no funcionales.

La mayoria de los ovarios de flores funcionalmente masculinas de O. robusta se
encuentran vacios, coincidiendo con la estrategia propuesta para O. stenopetala sin
embargo, también hay individuos que presentan ovarios con 6vulos en la base, los cuales
no llegan a la etapa de madurez, esto a su vez concuerda con los reportes para algunas
especies del género Consolea; puede darse el caso que los évulos alcancen la madurez
cuando el individuo se encuentra en etapa de antesis, pero no se desarrollaran semillas
debido a que son abortados por un proceso de muerte celular programada como se

explicara més adelante.

La mayoria de las especies dioicas descritas para la familia, empiezan su desarrollo
como flores bisexuales, pero a lo largo del desarrollo uno de los verticilos sexuales se



atrofia; el androceo en las flores funcionalmente femeninas y el gineceo en las flores
funcionalmente masculinas, resultando en la funcionalidad de sélo uno de ellos y en la
presencia vestigial del otro. Esta condicién se reporta para Opuntia robusta (Del Castillo,
1986), Pereskia portulacifolia (Leuenberger, 1986) P. marcanoi (Areces-Mallea, 1992),
Echinocereus coccineus (Hoffman, 1992), Pachycereus pringlei (Fleming et al., 1994),
Neobuxbaumia mezcalaensis (Valiente-Banuet et al., 1997), O. sanfelipensis (Rebman,
1998), Consolea rubescens (Strittmatter y Negron-Ortiz, 2000), O. quitensis (Anderson,
2001), O. stenopetala (Orozco, 2002), C. spinossisima (Strittmatter et al., 2002), O. quimilo
(Diaz y Cocucci 2003), C. corallicola (Strittmatter y Negron-Ortiz, 2004), E. yavapaiensis
(Baker 2006), C. millspaughii, C. moniliformis, C. nashii y C. picardeae ( Strittmatter, et al,
2006) y Mamillaria dioica (Sanchez, 2007).

Estas especies, de acuerdo a la clasificacion de las flores propuesta por Mitchell y
Diggle (2005), pueden ser clasificadas como flores unisexuales de tipo I, en las que la
unisexualidad es derivada de la aborcién de uno de los verticilos sexuales. Esto contrasta
con las flores de tipo Il en donde el meristemo floral desarrolla Unicamente al gineceo o al
androceo, dicha condicién en la familia Cactaceae se reporta Unicamente para la especie
Selenicereus innesii que presenta flores pistiladas sin anteras pero no hay evidencias que
lo corroboren (Kimnach, 1982). Para Parfitt (1985) S. innesii debe considerarse como
funcionalmente hermafrodita debido a que sus semillas y frutos son desconocidos y las

flores pistiladas presentan malformaciones en el gineceo.

El hecho de que al inicio del desarrollo las flores sean bisexuales y después por
atrofia se vuelvan funcionalmente unisexuales, puede ser interpretado por la teoria de
Ashman (2000) y la hipotesis de limitacién de polinizadores de Charlesworth (1993). Estos
autores sefialan que las flores funcionalmente femeninas de una poblaciéon determinada
conservan las estructuras masculinas para evitar selectividad de polinizadores, es decir,
que algun tipo floral deje de ser visitado por ellos. Hoffman (1992) recalca que esto sucede
en las poblaciones dioicas de Echinocereus coccineus en las que ambos morfos florales
son visitados por las mismas especies de abejas, debido a que las flores funcionalmente

femeninas aparentan ser masculinas, pero no ofrecen la recompensa de polen.



Para algunas especies de cactaceas el tipo de polinizador cambia de acuerdo al
sistema reproductivo, como sucede, en las poblaciones trioicas de Pachycereus pringlei
donde la polinizacion es llevada a cabo principalmente por murciélagos y mientras que en
las ginodioicas es realizada por aves e insectos (Fleming et al., 1998). En poblaciones
ginodioicas de Opuntia quimilo, Diaz y Cocucci (2003) reportan diferencias en la frecuencia
de polinizacion entre los morfos florales, las flores hermafroditas son visitadas
principalmente por abejas y las femeninas por colibries. De igual forma en dos poblaciones
de Echinocereus coccineus las poblaciones hermafroditas son polinizadas principalmente
por colibries y las dioicas se encuentran en areas donde abundan las abejas, mismas que
las polinizan y los colibries estdn ausentes (Scobell y Schultz 2005). Las diferencias en la
polinizacion en estos dos ultimos casos estan relacionadas, segun los autores, con la alta
tasa de entrecruzamiento que producen los colibries, ya sea para favorecer el éxito
reproductivo de las flores femeninas o para mantener las poblaciones hermafroditas,

respectivamente.

Del Castillo y Gonzalez (1988) reportan que los principales polinizadores de O.
robusta son abejas de tamano mediano (14 mm) las cuales muestran el mismo
comportamiento en los tres morfos florales, es decir que los cambios observados en la
morfologia floral no parecen ser suficientes para limitar totalmente el acceso de un tipo de
polinizador y favorecer a otro. Valiente-Banuet et al. (1997) reportan para una poblacion
androdioica de Neobuxbaumia mezcalaensis que la polinizacion es principalmente por
murciélagos y no mencionan que el polinizador muestre preferencia por algun tipo floral
debido probablemente a que en una poblacién androdioica todas las flores ofrecen la

recompensa de polen.

Es necesario diferenciar entre los términos: muerte celular programada vy
senescencia, la primera se refiere a la muerte de tipos celulares individuales y la segunda
se refiere a degeneracién de 6rganos completos, estos dos procesos son parte del

desarrollo normal en las plantas (Rogers, 2006).

Los tejidos que presentan muerte celular programada muestran algunos de los
cambios estructurales caracteristicos de la apoptosis. Estos cambios citolégicos incluyen,



condensacion nuclear, contraccién celular y principalmente fragmentacion del DNA
(Nooden, 2004). Se ha reportado que la muerte celular programada ocurre en etapas
jovenes del desarrollo sexual y se refleja en la aborcidn selectiva de los primordios de uno
u otro 6rgano sexual, en plantas con flores unisexuales y durante el desarrollo de los
organos reproductivos y gametos, tanto femeninos como masculinos (Calderén-Urrea y
Dellaporta, 1999; Wu y Cheung, 2000; Caporali et al., 2003).

Caporali et al. (2003) reportan para las flores unisexuales de una variedad silvestre
de Vitis vinifera L., que la aborcion del pistilo en las flores masculinas comienza con la no
diferenciacién del estilo y el estigma, el crecimiento del ovario se detiene, pero el desarrollo
de o6vulos continta, después por un proceso de muerte celular programada de las células
externas de la nucela y algunas capas de las células tegumentarias el desarrollo de los

ovulos se detiene.

En las cactaceas se ha reportado muerte celular programada en anteras de flores
funcionalmente femeninas las cuales abortan en diferentes etapas del desarrollo segun la
especie (Flores, 2005; Strittmatter et al. 2006; Silva et al. 2007). En cuanto a la parte
femenina actualmente se esta analizando las etapas criticas en las cuales se lleva a cabo
la aborcion de alguna estructura del gineceo en Opuntia stenopetala (Vazquez-Santana,
2007)

De acuerdo con los resultados obtenidos con la prueba de TUNEL las evidencias de
muerte celular programada no estan presentes en las células del estigma ni del tejido de
transmision en el estilo, esto corresponde con lo esperado al observar la germinacion de
los tubos polinicos a través de este ultimo, en el estilo de las flores tanto masculinas como
femeninas se observo fragmentacion nuclear en las células del cortex, las cuales forman
las células de mucilago conforme avanza el desarrollo, lo que indica que la formacién de

canales de mucilago se lleva a cabo por un proceso de muerte celular programada.

En ovarios, y en su caso en 6vulos de las flores masculinas, se observo la presencia
de DNA fragmentado en la pared interna del ovario, la placenta, funiculos y tejido nucelar
de los 6vulos, esto sugiere que el proceso de muerte celular programada esta involucrado



con la no funcionalidad del gineceo en estas flores y podria explicar el tamaro reducido de
la cavidad ovarica, la no formacion de 6évulos y el desarrollo incompleto de éstos. La
muerte celular programada esta actuando como un mecanismo que lleva a la atrofia de los

organos sexuales en algunas de las especies de Cactaceas con flores unisexuales.



CONCLUSIONES

La condicién sexual en la familia Cactaceae es generalmente hermafrodita, sin
embargo por la muerte celular programada que lleva a la atrofia de alguno de los

verticilos sexuales las flores resultan ser unisexuales en la madurez.

Existe un ligero dimorfismo entre el gineceo y otras estructuras de las flores
funcionalmente estaminadas y funcionalmente pistiladas de Opuntia robusta, sin
embargo los dos tipos mantienen ambas estructuras sexuales, posiblemente las flores
funcionalmente femeninas mantienen las estructuras masculinas para evitar ser
excluidas por los polinizadores o bien porque no ha transcurrido el tiempo evolutivo

suficiente para eliminarlas.

Las evidencias que sugieren que la condicidon ancestral de O. robusta fue el
hermafroditismo son:

1) Presencia en una flor de ambos érganos sexuales, (androceo y gineceo) uno
de ellos vestigial o poco desarrollado.

2) Estigma y estilo reducidos pero funcionales en las flores funcionalmente
masculinas.

3) Ausencia o rara vez Presencia de un numero reducido de 6vulos en las flores

funcionalmente masculinas no desarrollados o bien abortados en la madurez.

Los estigmas y estilos de las flores funcionalmente masculinas de O. robusta se
encuentran reducidos en comparacion con los de las flores femeninas, pero son
funcionales al permitir la germinacion de los granos de polen y el crecimiento de tubos
polinicos, aunque no hay 6vulos fértiles, ni se ha detectado presencia de semillas en

plantas masculinas.

En ambos morfos florales, ni el canal estilar ni la epidermis interna del canal
favorecen el crecimiento de los tubos polinicos, éstos crecieron sélo en el tejido de
transmision adyacente al canal estilar, y en menor proporcion en los estilos reducidos

de las flores masculinas.



En ciertas ocasiones se observé que las plantas masculinas pueden desarrollar
flores funcionalmente masculinas con algunos évulos que llegan a desarrollarse,

pero en la antesis mueren.

En las flores funcionalmente masculinas de Opuntia robusta se observd el DNA
fragmentado en dos tipos celulares, el primero, en el ovario y Ovulos indicando la
posibilidad de que la muerte celular programada esté implicada en la disfuncionalidad del
verticilo femenino en dichas flores como en otras cactaceas con flores unisexuales; el
segundo, en las células del cértex, lo que indica que la formacion de canales de mucilago

se lleva a cabo por un proceso de muerte celular programada.
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