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RESUMEN

Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca (Papaveraceae) cuenta con una amplia
distribucion en el territorio mexicano. La informacion acerca de la biologia
reproductiva de esta especie es escasa, Y ho se conocen los mecanismos que
utiliza para perpetuarse y colonizar nuevos terrenos. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar la biologia reproductiva de la especie, determinando los
sistemas de cruza, su interaccion con los visitantes florales y los polinizadores,
asi como los mecanismos de la dispersion de las semillas.

Para conocer los sistemas de cruza, se realizaron polinizaciones
controladas, cuantificando la cantidad de frutos y de semillas formadas por
tratamiento. Los resultados indican que A. ochroleuca ssp. ochroleuca carece de
un sistema de incompatibilidad y presenta un sistema de cruza mixto; siendo la
polinizacién cruzada el mecanismo por el cual se produce el mayor numero de
semillas y frutos comparado con la autogamia, la cual podria funcionar como un
mecanismo de aseguramiento reproductivo por medio de la autopolinizacién y la
pseudocleistogamia. Se detectd depresion endogamica en la poblacion
estudiada.

De las observaciones en campo de los visitantes florales y su
comportamiento se registraron dos polinizadores, un himendéptero especialista
(Cryptalyra sp.) y abejas generalistas (Apis mellifera.). La recompensa principal es
el polen. Los lipidos presentes en los verticilos florales salen a través de
estomas y podrian interpretarse como atrayentes florales, o bien como algun

tipo de defensa contra herbivoria.



INTRODUCCION

La variacion en forma, en posicion, en tamafio y en otras caracteristicas
presentes en las flores de diferentes grupos de angiospermas, tiene un papel
importante en la reproduccion sexual para incrementar el éxito reproductivo, que
a su vez es el resultado de las presiones selectivas ejercidas por la diversidad de
polinizadores (Castellanos et al., 2004). Lo anterior esté ligado a la colonizacién
de nuevos lugares por medio de la produccion y dispersion de las semillas

(Allem, 2004; Barrett, 2011).

El estudio de la biologia reproductiva de las plantas determina los
mecanismos que promueven la reproduccion y para entender el proceso que ha
permitido el mantenimiento de las poblaciones (Barrett, 1998). Con base en esto,
se plantea que la sobrevivencia de las poblaciones dependera del éxito de las
estrategias reproductivas presentes en las especies para aumentar el nimero de
individuos de la poblacién y continuar su perpetuacion. Entre estas estrategias

se encuentran la reproduccion sexual y la asexual (Godinez-Alvarez et al., 2008).

Los sistemas de cruza, definidos como el modo en que se da el encuentro
entre gametos y la forma de transmision de genes de una generacion a otra a
través de la reproduccion sexual, son mecanismos clave en la historia de vida
de los organismos, ya que determinan la calidad genética de la descendencia, y
la adecuacion de los individuos (Barrett, 2014). Las caracteristicas morfologicas

de las flores influyen también en la manera en la que se lleva a cabo la



reproduccion (Barrett, 2014). Ademas, por medio de recompensas, atraen
polinizadores, cuya actividad participa de manera importante en el proceso de la

polinizacion (Steffan-Dewenter et al., 2005; Losey y Vaughan, 2006).

Otros de los mecanismos que modulan la reproduccion de las plantas
evitando la formacién de semillas por autocruzas, son los sistemas de
autoincompatibilidad, que se definen como la imposibilidad de una planta para
producir cigotos a partir de la autopolinizacion (Lundqvist, 1964; Allen y Hiscock,
2008). Este mecanismo se basa en la capacidad heredada de la flor para
rechazar el polen propio promoviendo la variabilidad genética en las poblaciones

(de Nettancourt, 1977).

Aunque la familia Papaveraceae se destaca por incluir especies que
presentan un sistema de autoincompatibilidad gametofitico, lo cual supone que
éstas deberian reproducirse por entrecruzamiento, dentro de esta familia existen
algunas especies sin informacion sobre los mecanismos reproductivos, pero se
sabe que dichas especies presentan una amplia distribucion. Argemone
ochroleuca ssp. ochroleuca es una papaveracea ampliamente distribuida en
México (Calder6n de Rzedowski, 1991), de la cual se desconocen los

mecanismos reproductivos que utiliza para su perpetuacion.

El presente estudio contribuye al conocimiento de la biologia reproductiva
de A. ochroleuca ssp. ochroleuca. Especialmente, aporta informacion sobre los
sistemas de cruza, la posible presencia de un sistema de autoincompatibiidad,

tal y como ocurre con algunas especies de la familia a la que pertenece.



También se generaron datos sobre sus estrategias reproductivas y de la
dispersion de sus semillas, que forman parte de los componentes que permiten
el establecimiento, la perpetuacion y la ampliacion de la distribucion de una

especie.



ANTECEDENTES

Biologia reproductiva en angiospermas

La reproduccion de las plantas puede llevarse a cabo de manera asexual
(generacion de nuevos individuos con la misma carga genética) o sexual
(generacion de nuevos individuos con diferente carga genética). La reproduccion
sexual involucra la capacidad que tienen los organismos de producir gametos,
los cuales se fusionan en el evento conocido como fecundacion (Gurevitch et al.,

2002).

Para que la fecundacion se lleve a cabo, los gametos masculinos deben
transportarse desde las anteras (6rganos masculinos) hacia el estigma (6rgano

femenino). Esta transferencia se llama polinizacién (Dominguez y Pérez, 2013).

La morfologia de los oOrganos sexuales influye directamente en la
fecundacion y la polinizacién. El gineceo es de vital importancia ya que
interviene en la adhesion y germinacion del grano de polen, ademas protege,
nutre y guia al tubo polinico para llegar al ovario y fecundar a los évulos (Harder
y Routley, 2006; Vazquez, 2013). También se encarga del reconocimiento de los
granos de polen, cuya funcion se relaciona directamente con los sistemas de
autoincompatibilidad. La observacion de estigmas con polen autégamo y la
llegada de tubos polinicos hacia el ovariopermite intuir la presencia o ausencia

de un sistema de autoincompatibilidad (Cruz y Cruz, 2013).

Las caracteristicas individuales de las flores influyen en el sistema de

cruza de las plantas. Entre estas caracteristicas se encuentran la disposicion de
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los verticilos sexuales (androceo y gineceo) en la flor, en los individuos y en las
poblaciones. De este modo, pueden presentarse flores hermafroditas y flores
unisexuales, es decir, flores femeninas y flores masculinas (Bernardello et al.,

2001).

Cuando las poblaciones estan formadas por individuos con flores
unisexuales, se asegura la reproduccion cruzada, pero en las poblaciones con
individuos hermafroditas, cuya ocurrencia se encuentra en el 72% de las
angiospermas, han surgido otras estrategias reproductivas que promueven la

entrecruza (Pierre-Olivier, 2012).

Sistemas de cruza

Los sistemas de cruza involucran los patrones de dispersion del polen y la
manera en la cual los gametos masculinos se fusionan con los femeninos

(Barrett, 1995, 2014).

Para que la fecundacion se lleve a cabo, se depende de varios factores,
tales como la distribucion del sexo en las flores y en los individuos, de la
dispersién del polen, de la presencia de algun sistema de incompatibilidad
(Barrett, 1998), asi como del tiempo de receptividad del estigma, de la presencia
y de la conducta de los polinizadores (Kephart et al., 1999) y de las

recompensas que presentan las flores (Carrio et al., 2008).

Por otra parte, los sistemas de cruza ayudan a entender la expresion
sexual de las plantas, relacionados a su vez con la morfologia y la funcionalidad
de los verticilos sexuales y con la presencia/ausencia de sistemas de

6



incompatibilidad. Para conocer los sistemas de cruza de alguna especie, se
realizan experimentos de polinizacion controlada (autopolinizaciones y
polinizaciones cruzadas). Se comparan la cantidad de frutos y de semillas y el
porcentaje de germinacion de semillas de cada tratamiento para conocer si la
poblacion presenta depresién por endogamia o no (Lande y Schemske, 1985;

Husband y Schemske, 1996; Ruan et al., 2009; Mandujano et al., 2010).

a) Sistemas de cruza xen6gamos (entrecruza)

La xenogamia o reproduccion cruzada ocurre cuando el polen de una flor es
transportado al estigma de otra flor de diferente individuo (Geber et al.,1999;

Tepedino et al., 2010).

Entre las caracteristicas que posee la flor y que ayudan a promover el
entrecruzamiento se encuentran: 1) la hercogamia, que implica una separacion
espacial de los sexos en una misma flor; 2) la dicogamia o separacién temporal
de los sexos (Barrett, 2002); 3) la autoincompatibilidad, un mecanismo genético
para rechazar el polen propio (Jiménez-Duran y Cruz-Garcia, 2011). 4) la
heterostilia, que se refiere al polimorfismo en los verticilos sexuales,
especialmente hay una hercogamia reciproca entre la altura del estigma y los
estambres, asi como un sistema de incompatibilidad establecida; y 5) la dioecia,
que se refiere a la maxima separacion de los sexos en individuos diferentes
(Martinez y Armendariz, 2010). Todo lo anterior se consideran adaptaciones que

confieren a las especies hermafroditas una manera de promover la fecundacién



cruzada, y de esta manera generar una mayor variabilidad genética en las

poblaciones (Stebbins, 1970).

b) Sistemas de cruza autégamos (autocruza)

La autogamia ocurre cuando el polen de una flor es transportado al estigma de la
misma flor y fecunda los évulos. La geitonogamia (otra modalidad de autocruza)
se presenta cuando el polen de una flor fecunda a los 6vulos de otra flor pero del
mismo individuo. Para que la autogamia y la geitonogamia ocurran, es requisito

indispensable que no existan sistemas de incompatibiidad.

La evolucion de la autogamia a partir de altos niveles de entrecruza, es la
transicion mas comudn en los sistemas de cruza de los organismos
hermafroditas. Estos cambios influyen en la asignacion de los sexos, alterando
asi, las historias de vida (Barrett, 2014). Las desventajas del sistema autbgamo
son los efectos reflejados en la adecuacién a través de la depresion por
endogamia, que se entiende por la reduccion en la viabilidad y/o fertilidad de la
descendencia autégama. Resulta principalmente por la expresion de alelos
deletéreos recesivos en genotipos homocigotos, cuya expresion es mayor en
poblaciones con alta frecuencia de autogamia (Charlesworth y Charleswoth,

1987).

La ventaja que adquieren los individuos que se reproducen por
autogamia, es la produccion de semillas cuando las condiciones de entrecruza
no son favorables. También ocurre fijacidon de genotipos completos a partir de la

8



transmision doble de genes (Fisher, 1941). Sin embargo, la condicién para que

la autogamia se lleve a cabo, es que las plantas sean autocompatibles.

La produccion de semillas por autogamia permite aumentar el nimero de
individuos en una poblacién aun con baja densidad (Barrett, 2014), siempre y

cuando no haya depresion endogamica (Husband y Schemske, 1996).

c) Sistemas de cruza mixtos

Algunas especies hermafroditas presentan sistemas mixtos, lo cual se refiere a
la capacidad de producir semillas tanto por autofecundacion como por

entrecruzamiento (Goodwillie et al., 2005; Ruan et al., 2009).

Los sistemas mixtos han sido considerados como estados transitorios, ya
que se basan en caracteristicas que promueven el entrecruzamiento y aseguran
el éxito reproductivo por medio de la autogamia (Carri6 y Giuemes, 2013). El
mantenimiento de los sistemas mixtos radica en la labilidad que presentan las
plantas al modular el tiempo de autopolinizacion con respecto a la entrecruza.
Por ejemplo, la autopolinizacion y la polinizacién cruzada se pueden llevar a
cabo simultdneamente permitiendo la competencia del polen. Cuando se agotan
las oportunidades de entrecruzamiento, ocurre la autopolinizacion retardada,

cuyo mecanismo siempre resulta ventajoso (Lloyd, 1979).

La evolucidon de la entrecruza hacia la autogamia se considera la

transicion evolutiva mas comun en la reproduccion de las plantas (Stebbins,



1974; Barrett, 2014). Sin embargo, las especies que se reproducen por
autogamia pueden presentar depresion por endogamia, en donde la poblacion
se ve afectada por la baja cantidad de semillas producidas, o por la muerte de
los cigotos, por medio de la acumulacion de mutaciones, o bien de la formacion
de homocigotos con genes deletéreos; esto también se conoce como purga
genética. La funcion de la purga genética es deshacerse de los individuos que
probablemente se desempefaran con menor eficiencia que aquellos resultantes
de la reproducciéon cruzada (Lande y Schemske, 1985; Charlesworth y

Charlesworth, 1987).

Dispersion de semillas

La dispersién de las semillas forma parte fundamental de la biologia reproductiva
de las plantas. La morfologia de la semilla, por medio del desarrollo de
estructuras especializadas, se asocia con el mecanismo de dispersion, que a su
vez define el nuevo sitio de establecimiento, ya sea a corta o a larga distancia

(Dalling, 2002; Pannell, 2006).

La importancia de la dispersiéon estd en que define la distribucion
fenotipica de las poblaciones. Esta, a largo plazo, influye en los sistemas de
autoincompatibilidad (Baker, 1967) y en el sistema de cruza, cuya ocurrencia

depende las interacciones biéticas y abidticas de la zona (Pannell, 2006).
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Biologia reproductiva en Papaveraceae

La familia Papaveraceae pertenece al orden Ranunculales (APG lll, 2009).
Comprende 25 géneros y 200 especies cosmopolitas que presentan diferencias
morfologicas florales asociadas a los sistemas de cruza (Petenatti y del Vitto,

2000; Hidalgo y Gleissberg, 2010).

La informacion sobre la biologia reproductiva en la familia Papaveraceae
es escasa. Se han realizado pocos estudios acerca de como la forma de la flor,
el color y la produccién de néctar como recompensa, influyen en el tipo y el
comportamiento de los polinizadores (Ohara y Higashi, 1994). Por otra parte, los
sistemas de autoincompatibilidad son parte fundamental de la biologia
reproductiva y aunque algunas especies de Papaveraceae han sido estudiadas
para comprender los mecanismos moleculares que regulan dichos sistemas, no

existe informacion que detalle su biologia reproductiva (Paape et al., 2011).

Sistemas de autoincompatibilidad en Papaveraceae

La autoincompatibilidad es un mecanismo presente en 71 familias de
angiospermas que permite al pistilo rechazar el polen propio y aceptar el de
individuos con alelos diferentes (Allen y Hiscock, 2008). Esto favorece el
entrecruzamiento y evita la depresion por endogamia. Las especies de la familia
Papaveraceae con sistema de autoincompatibilidad que se conocen hasta ahora

son, Platystemon californicus (Hannan, 1981), Eschscholzia califérnica, Papaver
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rhoeas, Lamprocapnos spectabilis, Argemone munita (Bilinski y Kohn, 2012) y

Corydalis ambigua (Ohara y Higashi, 1994).

Papaver rhoeas es la planta modelo con la que ampliamente se ha
estudiado el sistema de autoincompatibilidad gametofitico, en el que el grano de
polen es identificado por su fenotipo y genotipo haploides, como incompatible y
el rechazo del polen se da a nivel del estigma, a diferencia de especies con
sistema de incompatibilidad gametofitico de Solanaceae, Rosaceae Yy
Plantaginaceae, donde el rechazo del polen (especificamente el tubo polinico

incompatible) se da a nivel del estilo (de Nettancourt, 1997, 2001).

El rechazo del grano de polen en las solanaceas, las rosaceas y las
plantaginaceas se lleva a cabo por medio de la accion de S-RNasas, codificadas
en el locus S, donde se regula genéticamente el reconocimiento y el rechazo del
polen. Las S-RNasas identificaron proteinas estilares que forman complejos con
otras proteinas estilares y degradan el RNA del tubo polinico. Sin embargo, en
el sistema de Al de las Papaveraceae, el locus S codifica a las proteinas S,
ahora denominadas PrsS, las cuales se expresan de manera especifica en el

estigma (Foote, 1994; de Nettancourt, 1997, 2001; Wheeler et al., 2009).

PrsS es una proteina de secrecion que actia de manera directa en el
reconocimiento y en el rechazo del polen, siendo asi la determinante S del
pistilo. Esta proteina actia como sefial o ligando que interacciona con PrpS, que
aparentemente es un receptor que se localiza en la membrana del polen

(Wheeler et al., 2009). Se sabe que PrpS también esta codificado en el locus Sy
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que es la determinante S del polen (Wheeler et al.,, 2009). En una cruza
incompatible, PrsS interacciona con PrpS, provocando una cascada de sefales
mediada por un incremento en la concentracion de Ca?* intracelular (de

Nettancourt, 1997, 2001; Kear y McClure, 2012).

Biologia reproductiva del género Argemone

En la actualidad soOlo existe evidencia de una especie de Argemone (A.
aurantiaca) en la que se ha estudiado la biologia floral asociada con la

reproduccion (Schneider y Nichols, 1984).

Dentro de Papaveraceae existen otras especies, que nho solo son
autocompatibles, sino también presentan compatibilidad interespecifica,
provocando que diferentes especies formen hibridos, considerados ahora como
especies diferentes o subespecies (Karnawat y Malik, 2011). De acuerdo a
Ownbey (1958, 1961), estos hibridos tienen afinidades ecoldgicas diferentes.
Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca es una especie hibrida alotetraploide
(Malik y Grover, 1973) producto de la cruza A. ochroleuca X A. mexicana
(Karnawat y Malik, 2011). Este hibrido es exitoso en ambientes perturbados,
pero se desconocen las estrategias reproductivas que han favorecido su

expansion a lo largo del territorio mexicano (Calderon de Rzedowski, 1991).

Debido a que la biologia reproductiva se ha estudiado poco en la familia,
es dificil encontrar informacion sobre los sistemas de autoincompatibilidad en el
género Argemone. El Unico estudio se realizé6 en A. munita, que presenta un

13



sistema de autoincompatibilidad gametofitico, en donde el crecimiento del tubo
polinico de la autocruza se detiene en la superficie del estigma, provisto de una
capa densa de papilas (Bilinski y Kohn, 2012). Particularmente, se describe un
tipo de semicompatibilidad, en donde los genes S se expresan Unicamente en el
tejido del estigma. Tienen un alelo reconocido como S25b que parece ser débil o
no funcional. Al momento de realizar cruzas entre individuos hermanos de A.
munita que contienen este alelo, se forman frutos, pero en una baja proporcion

(Bilinski, 2010; Paape et al., 2011).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer algunos aspectos de la biologia reproductiva de Argemone

ochroleuca ssp. ochroleuca

Objetivos particulares

Conocer la fenologia de la flor, determinando la duracion de la antesis, el
tiempo de dehiscencia de las anteras y la receptividad del estigma.
Determinar si las flores de A. ochroleuca ssp. ochroleuca presentan
hercogamia midiendo las longitudes de los 6rganos sexuales.

Establecer el sistema de cruza por medio de polinizaciones controladas.
Evaluar si la poblacidon de estudio presenta depresion endogamica
Describir la recepcion del grano de polen en el estigma y el crecimiento
del tubo polinico hasta la fecundacion.

Determinar el tipo de visitantes florales, su comportamiento y el promedio
de visitas por flor.

Analizar los verticilos florales para determinar si existen estructuras de
recompensa y de qué tipo son.

Determinar el modo de dispersion de las semillas.
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MATERIALES Y METODOS

Especie y poblacion de estudio

Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca es una especie anual que florece de
noviembre a junio (Fig. 1a), con un pico de floracion de febrero a mayo
(observacion personal). Sus tallos y sus hojas son glaucos, estan provistos de
espinas rectas y de latex amarillo (Fig. 1b). Las flores son hermafroditas y
solitarias. Los sépalos son tres y los pétalos varian de 4 a 6, de color crema.
Posee de 40 a 75 estambres; el gineceo es sincarpico, el estigma es discoidal y
carece de estilo (Fig. 1c). Aunque Schwarzbach y Kadereit (1999) describen un
estilo corto. El fruto es una capsula espinosa (Calderon de Rzedowski, 1991) y
los granos de polen son tricolpados con apariencia reticulada (Quiroz-Garcia et
al., 1994). Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca produce latex, del cual se
extraen sustancias con actividad bactericida aplicables en medicina (Fletcher et
al., 1993; Alamri y Moustafa, 2010). Este latex también se utiliza empiricamente
por los pobladores nativos de algunas regiones del pais como cura contra
infecciones oculares, enfermedades respiratorias y dermatolégicas (Reyes et al.,

2011).

Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca se distribuye en la zona centro de
México a una altitud de 1700 — 2200 msnm, es de habitat ruderal y arvense;
actualmente no se considera una especie amenazada sino como maleza

(Calderon de Rzedowski, 1991; Karlsson et al., 2003; CONABIO, 2009).
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Las poblacion estudiada se encuentra en El ejido en la delegacion Milpa
Alta, Distrito Federal, México, con coordenadas 19°12’16.53”N, 98°58'49.32”0,
en donde las plantas se encuentran creciendo a la orilla de los caminos, entre

los cultivos de nopal de la especie Opuntia ficus-indica (INEGI, 2007) y en

terrenos en descanso junto con otras malezas.

Figura 1. Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca. a. Habito herbaceo. b. Acercamiento
al tallo mostrando el latex amarillo y hojas con espinas. c. Flor en antesis y frutos

jovenes.
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Duracién de la antesis, cambios florales y receptividad del estigma

La duracion de la antesis y los cambios florales, como la posicién de las partes
florales antes, durante y después de la antesis, incluyendo el tiempo de
dehiscencia de las anteras, se monitorearon en parches florales durante marzo
del 2013, desde las 8:00 am hasta las 6:00 pm durante siete dias consecutivos,
alternando los horarios de observacion, un dia de 8:00 am a 1:00 pm, y al

siguiente de 1:00 a 6:00 pm.

La receptividad del estigma se analiz6 mediante el uso de perdxido de
hidrogeno para detectar la actividad de la peroxidasa, una enzima presente en
los estigmas receptivos, antes, durante y después de la antesis. Cuando los
estigmas estan receptivos se observa efervescencia. Para estar seguros de que
la efervescencia se debe a la actividad de la peroxidasa de los estigmas y no a
la presencia de polen, las flores se emascularon y se cubrieron antes del
tratamiento con bolsas de organza (Dieringer y Cabrera, 2002). La prueba se
realiz6 en un total de 30 flores durante tres dias, se usaron 10 flores por cada
dia. El primer dia, la receptividad se observé antes (en 5 flores) y después de la

antesis (en 5 flores).

Hercogamiay relacién polen/ovulos (P/O)

Se recolectaron un total 30 flores de diferentes plantas, que se fijaron en etanol
al 70%. Se cont6 el numero de oOvulos, de granos de polen por flor y de
estambres como a continuacion se describe. La longitud de los estambres y la
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de los pistilos se midieron con un vernier digital. A todos los parametros se les
calculo la desviacion estandar (SD) y la media. Para saber si las flores de A.
ochroleuca ssp. ochroleuca presentan hercogamia, se realizé una t de student
pareada y una correlacion de Pearson. Todos los andlisis estadisticos fueron

realizados en Excel.

La relacion de polen/évulos (P/O) fue calculada segun Cruden (1977) y se
considera como un indicador conservativo de los sistemas sexuales en
angiospermas. Este indice se obtuvo dividiendo el nimero de granos de polen
entre el numero de 6vulos por flor. Los granos de polen que fueron contados se
obtuvieron de anteras indehiscentes que se colocaron en tubos eppendorf con
100 ul de agua destilada con detergente y se abrieron cuidadosamente con una
aguja de diseccion. Después, se agitaron vigorosamente para homogenizar la
mezcla y tomar una alicuota de 10 pl, la cual se colocé sobre una camara de
Neubauer. EI numero de granos de polen que se contaron en los 10 ul se
multiplicaron por el factor de dilucion para obtener el nUmero de granos por
antera, el resultado se multiplicé por el nUmero de anteras por flor para obtener
el total de granos de polen por flor. Se contaron dos anteras por flor en 30 flores
y el resultado se promedid. Los 6vulos se contaron en 30 flores a las cuales se

les disecto el ovario para dejar expuestos todos sus ovulos.
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Sistemas de cruza

Para conocer los sistemas de cruza se aplicaron los siguientes tratamientos de
polinizacién. Las polinizaciones se realizaron de febrero a mayo en los afios
2013 y 2014. Se utilizé un minimo de 30 flores por tratamiento, usando dos flores

por planta para el mismo tratamiento.

Autopolinizacién natural. Flores cubiertas no manipuladas, pero que excluyen a

los polinizadores.

Autopolinizacibn manual. El polen de una flor emasculada en botén, fue

depositado sobre su propio estigma.

Polinizaciébn cruzada. Se aplic6 el polen mezclado proveniente de otros
individuos sobre flores emasculadas en botén pre-antesis. Posteriormente se

embolsaron.

Apomixis. Se evita que el polen propio o extrafio se deposite sobre un estigma.
Las flores se emasculan en botdén y posteriormente se cubre la flor. No se

deposita polen sobre el estigma.

Polinizacién abierta. Las flores no se cubren ni se manipulan. Funciona como

control.

Se utilizé una pinza de punta fina colocando el polen directamente de las
anteras sobre el estigma correspondiente a cada tratamiento (excepto la
autopolinizacion natural y la apomixis). Las flores se cubrieron con bolsas de

organza. Después de 15 dias, se cont6 el numero de frutos formados en cada
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tratamiento y el nUmero de semillas por fruto para obtener un promedio. Con
estos datos se obtuvo el porcentaje de frutos formados con respecto a la

cantidad de flores polinizadas.

Para el andlisis de los tratamientos, los resultados de semillas se
sometierona una prueba de comparacion de muestras de Kruskal-Wallis y la
comparacion de Dunn, utilizando la correccion de Bonferroni para ajustar los

datos, en el programa XLStat de Excel.

Depresion endogamica

Con los resultados de la autopolinizacibn manual y polinizacion cruzada se
calculé la depresién por endogamia utilizando la ecuacién: 6= 1- (ws/wo) de
Lande y Schemske (1985) en donde ws es el resultado de la autocruza y wo el
resultado de la entrecruza, tomando en cuenta la proporcion de frutos formados
y la proporcion de semillas formadas para cada tratamiento. Finalmente, para
obtener un resultado acumulativo se utilizé la siguiente ecuacién: 6= 1- [(Wsa/Woa)
X (Wsb/Wob)] (Husband y Schemske, 1996), en donde a es la etapa de fruto y b la

de semillas.

Crecimiento de tubos polinicos

Se proces6 material para su observacion al microscopio electronico de barrido

(MEB) (L6pez et al. 2005). Se observaron estigmas de flor en botdén y en antesis
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para ubicar las zonas de recepcion del polen. Se disectd el gineceo para
observar y detallar la ruta del tubo polinico desde el estigma hasta los évulos.
También se realizaron cortes histolégicos de estilos incluidos previamente en
Paraplast© y se tifieron con safranina-verde rapido en metilcelosolve para
conocer su morfologia y con vainillina al 10% en etanol absoluto para observar la
presencia de taninos (Lopez et al., 2005) cuya funcién es proteger a las papilas

estigmaticas y estilares de patdogenos (Wink, 1988).

Para conocer si A. ochroleuca ssp. ochroleuca presenta una barrera a
nivel de estigma o estilo que impide la formacion de semillas (sistema de
autoincompatibilidad), se realizaron 15 autopolinizaciones momentos después de
haber iniciado la antesis y se cubrieron las flores para evitar contaminacion de
polen ajeno. Las flores tratadas fueron colectadas a las dos, cuatro y seis horas
después de la polinizacion (5 por tiempo) y se fijaron en Farmer (etanol al 100%
y acido acético en una proporcion de 3:1). Una vez que las muestras
permanecieron en Farmer por mas de 24 horas, se colocaron 3 horas en sulfito
de sodio (NaSOs3) para ablandar el tejido. Enseguida se colocaron en azul de
anilina al 1% en agua destilada durante toda la noche para evidenciar la pared
de calosa de los tubos polinicos cuando se observan por microscopia de
fluorescencia. Se hicieron cortes longitudinales de estigma y ovario, asi como
cortes transversales de estilo para ubicar el tejido de transmision. Finalmente se

tomaron fotomicrografias en un microscopio de fluorescencia.
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Visitantes florales

Se realizaron observaciones de los visitantes florales en la zona de estudio, en
cuatro parches florales; en cada parche se observaron cinco flores, una por
planta elegidas al azar. En total fueron 20 flores. Las observaciones se hicieron
de 9:00 a 11:30 am en dos de los parches, mientras que en los dos restantes se
hicieron de 12:00 a 2:30 pm, en 10 minutos de observacion por 20 de descanso.
De los visitantes observados, se obtuvo un promedio de visitas por flor, por tipo

de visitante.

Recompensas florales

Para indagar sobre la posible existencia de nectarios, se realiz6 una inspeccion
previa de las flores en microscopio estereoscépico y se deshidrataron muestras
de sépalos, pétalos, anteras y ovarios para observarlas en el MEB (Lépez et al,.

2005).

También se realizaron pruebas histoquimicas en cortes longitudinales de
botones florales cercanos a la antesis. Los botones se incluyeron en Paraplast©
para determinar la presencia de recompensas o atrayentes florales. Se us6 acido
peryodico-Reactivo de Schiff (APS) para polisacaridos insolubles y Rojo “O” de
aceite para reservas lipidicas. Sumado a esto se realizaron pruebas
histoquimicas de anteras recién colectadas (en fresco), utilizando Sudan Il y
Rojo “O” de aceite para revelar la presencia de lipidos y reactivo de Schiff para
reconocer azucares (Lépez et al., 2005). Las anteras fueron colocadas enteras
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en portaobjetos y se les agregd una gota del reactivo, después de incubar por 2

min, se tomaron fotografias en microscopio optico.

Dispersion de semillas

Con el objetivo de conocer el modo de dispersion de las semillas, se hicieron
observaciones en campo durante la dehiscencia de los frutos. Para conocer la
morfologia de las semillas asi como la presencia de estructuras de dispersion,
las semillas se procesaron para su observacion al MEB y se tomaron

fotomicrografias.
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RESULTADOS

Antesis, comportamiento floral y receptividad estigmatica

Las flores tienen tres sépalos fusionados lateralmente entre ellos, incluso hasta
el apice formando una cubierta cilindrica. Cada apice de los sépalos se extiende
en forma de cuerno, mientras que la base se desprende del receptaculo y en los
primeros minutos de la antesis permanecen sobre los pétalos (Fig. 2a). Al irse

extendiendo los pétalos, se provoca el desprendimiento total y la caida del caliz.

Los estambres son numerosos y dentro del botén floral y en las primeras
horas de la antesis se encuentran muy proximos unos de otros al igual que del
gineceo. Las anteras se ubican por debajo del nivel del estigma sin tocarlo y se

encuentran dehiscentes momentos antes de la antesis (Fig. 2b).

Las flores de A. ochroleuca ssp. ochroleuca inician la antesis desde las
09:00 am (Fig. 2b) y logran la maxima apertura de los pétalos y extension de los
estambres alrededor de las 12:00 pm, permitiendo que los estambres se separen
unos de otros, asi como del estigma (Fig. 2c). Minutos después de haber
comenzado la antesis, el estigma se encuentra receptivo. Finalmente, las flores
se cierran hacia las 6:00 pm en dias soleados, mientras que en dias nublados, el
cierre de las flores puede ser antes, ya que depende de la cantidad de luz que
incide (Fig. 1d). La antesis dura 3 dias, pero en el transcurso del tercer dia, se

caen los pétalos y se pierde la receptividad del estigma.
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Figura 2. Periodo de antesis. a. Boton floral con los sépalos desprendidos de la base
pero unidos en el apice; se observa la prolongacion en forma de cuerno de cada uno de
los sépalos y las espinas en el envés. b. Flor en antesis temprana, los sépalos se han
desprendido completamente de manera natural, los estambres se encuentran cercanos
al ovario. c. Flor en la maxima apertura de los pétalos y los estambres se observan
separados del ovario y entre ellos. d. Flor en el atardecer del primer dia de antesis y en
el que los pétalos se cierran para volver a abrir al siguiente dia.

Los resultados de la prueba de receptividad del estigma con peroxido de
hidrogeno mostraron que éste es de color rosa claro cuando la flor esta en botén
y no es receptivo (Fig. 3a), una vez iniciada la antesis vira a guinda, se
encuentra receptivo y asi permanece durante tres dias (Fig. 3b). Cuando el

periodo de antesis ha transcurrido, el estigma se torna café y deja de ser

26



receptivo; la coloracion de éste se oscurece hasta llegar a negro cuando

comienza la formacion del fruto (Fig. 3c).

Figura 3. Color del estigma relacionado con la receptividad. a. Estigma no receptivo de

color rosa en botdn floral cercano a la antesis, los sépalos fueron removidos y los
pétalos ligeramente abiertos. b. Estigma receptivo de color guinda al momento de iniciar

la antesis. c. Estigma no receptivo después de la antesis, es de color negro.

Hercogamiay relacién polen/6vulos (P/O)

Dentro de las caracteristicas que se analizaron, se encontré que el nUmero de
l6culos (y por lo tanto de carpelos) por ovario varia de 4-6. El nUmero de 6vulos
por ovario es altamente variable, con un intervalo de 200 a 550 (360.52 + 17.31).
La cantidad de estambres por flor varia de 33 a 87 (52.52 + 2.39) (Tabla 2). La
correlacion de Pearson para saber si las flores presentan hercogamia resulté ser
significativa (r= 0.75, g. |. = 29, p<0.005), es decir, la longitud de los estambres y
la de los pistilos esta correlacionada positivamente. La longitud de los estambres
varia de 6.7 a 11.5 mm (8.93 £ 0.22) y la del pistilo de 8.9 a 15.7 mm (12.19 +
0.36). La relacion P/O fue de 338.09 + 310.93 (118335.3 + 108261.47/360.52 *

94.84) (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas reproductivas de 30 flores de 30 plantas de
Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca colectadas al azar

Caracteristica Promedio + DE Intervalo
Ndmero de 6vulos por ovario 360.52 + 94.84 201-552
Ndmero de I6culos por ovario 5.11 + 0.537 4-6
Longitud del pistilo 12.19 £ 1.99 mm 8.92-15.69 mm
Nimero de estambres 52.52 + 13.11 33-87
Longitud de estambres 8.93+1.23 mm 6.79-11.49 mm
Granos de polen/flor 118335.3 + 108261.47 -
Proporcion Polen/Ovulos 338.09 + 310.93 -

En la Fig. 4 se muestra una grafica de la relacion entre los tamafios del

androceo y del gineceo, en ella se observa que al aumentar la longitud de los

pistilos, también aumenta la de los estambres, pero siempre conservando una

distancia de separacion, lo que significa que a pesar de las variaciones en las

longitudes del androceo y del gineceo en la poblacion, siempre se conserva una

distancia significativa de separacion espacial que marca la condicion

hercogamica (t= -15.31; g. .= 29; p < 0.05).

Hercogamia

Longitud (mm)

0 5 10 15 20 25 30 35

N (nimero de muestra)

androceo

gineceo

Figura 4. Variaciones en la longitud del androceo y del gineceo de A. ochroleuca ssp.

ochroleuca en donde se muestra la constancia de la separacion espacial entre ambos

verticilos.

28



Sistemas de cruza

Se observaron los frutos formados en distintas etapas de maduracion en la
mayoria de los tratamientos después de dos semanas de la polinizacion (Tabla
3, Fig. 5), excepto el de apomixis, indicando que la formacion de las semillas es
por via sexual. De la autopolinizacion natural, solo el 66% de flores produjeron
frutos; mientras que de la autopolinizacién manual, de la polinizacién cruzada y

de la abierta, todas formaron frutos (Figs. 5 y 6).

Pseudocleistogamia

Cabe destacar que durante la recoleccion de frutos de los tratamientos de
autopolinizacion natural (en donde no se manipularon las flores) se observo que
los sépalos se desprenden de la base pero no se caen, sino que permanecen
formando la capucha que cubre a los pétalos, lo cual impide dar comienzo a la
antesis. Los pétalos quedan abrazados por los sépalos que en este caso,
permanecen cubriendo al estigma hasta la formacion del fruto. Esto indica que
en algunos individuos, algunas flores presentan un tipo de cleistogamia y ocurre
autopolinizacion natural, ya que la antesis no se lleva a cabo, por lo que el
estigma debe ser polinizado por polen propio (Fig. 6). Por esta razén se
etiquetaron las flores que se observaron con esta condicidbn y se les dio
seguimiento. Tampoco se observo la presencia de polinizadores en estas flores.
De las 19 flores seleccionadas, solo 15 formaron frutos que contuvieron 62.52 +
78.4 semillas por fruto. Los resultados anteriores se muestran en la Tabla 3

como el tratamiento de pseudocleistogamia, es decir, plantas que presentan
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flores tanto cleistbgamas como casmdgamas, pero que no presentan diferencias

morfologicas entre ellas.

Tabla 3. Numero de flores, frutos (%) y semillas formadas y colapsadas por tratamiento.

Tratamiento | N Frutos Semillas formadas + Semillas colapsadas +
formados (%) DE DE

AN 50 33 (66%) 200.28 + 196.66 33.88 + 83.78

AM 30 30 (100%) 96.33 + 52.96 32.46 +54.73

PC 32 32 (100%) 304.09 + 127.64 0

PA 50 50 (100%) 377.06 + 128.32 0

A 30 0 (0%) 0 0

PSC 19 15 (78.94%) 62.52 + 78.4 0

AN= autopolinizacion natural, AM= autopolinizacién manual, PC= polinizacién cruzada,
PA= polinizacion abierta, A= apomixis, PSC= pseudocleistogamia

La produccion de semillas fue variable en todos los tratamientos,
presentandose en la polinizacion abierta la cantidad mas alta (377.06 + 128.32).
La polinizacién cruzada tuvo una gran cantidad de semillas, pero menor que en
el control (304.09 £ 127.64); la autopolinizacion natural formé 200.28 + 196.66
semillas; el tratamiento de autopolinizacion manual resulté en la formacién de

96.33 + 52.96 de semillas y el de apomixis no formé ninguna.

En el tratamiento de autopolinizacion natural no se observé un desarrollo
aparente del fruto cuando se colectaron, pero al hacer las disecciones se
observaron semillas, por esta razén se consideran frutos, aunque poco
desarrollados, puesto que contienen semillas en baja proporcion. En los frutos
de este tratamiento, con crecimiento normal, al momento de abrirlos, se observo
gue la mayoria de las semillas, en ocasiones todas, estaban colapsadas o0 poco

desarrolladas. En algunos casos, los frutos se observaron con crecimiento
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normal y con una alta cantidad de semillas en comparacion con los de

entrecruzamiento. También se hallaron flores que no formaron frutos ni semillas

(Fig. 5).

Figura 5. Frutos a los 14 dias postpolinizacion en los tratamientos de autopolinizacion y
polinizacion cruzada. a. Fruto de entrecruza con semillas bien desarrolladas. b-e. Frutos
de autopolinizacién natural: fruto con semillas bien desarrolladas (b), con semillas

colapsadas (c), sin semillas (d) y con pocas semillas (e).

Para la comparacién de los tratamientos, la prueba de Kruskal-Wallis
arrojo diferencias entre los tratamientos realizados que produjeron semillas
(K=7.85, g. 1.=3, p<0.0001). La comparacion de Dunn mostré que no existen
diferencias entre los tratamientos de polinizacién cruzada y polinizacién abierta

(control), pero si con los demas.
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Debido a que hubo formacién de frutos en todos los tratamientos en
donde las flores fueron polinizadas, Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca

presenta un sistema de cruza mixto.

Depresion endogamica

Los resultados de la depresion endogamica fueron 6 = 0.34 para la formacion de
frutos, para las semillas formadas fue & = 0.68 y el acumulativo de 6 = 0.77, lo
que indica que la poblaciéon presenta depresién por endogamia (cuando los

resultados son ¢ > 0.5 indica que la poblacion presenta depresién endogamica).
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Figura 6. Caracteristicas de los frutos de Argemone ochrolecua ssp. ochroleuca, a partir
de autocruza, entrecruza y pseudocleistogamia. (Elaborado por César A. Gonzalez).
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Crecimiento de tubos polinicos

Las fotomicrografias tomadas al microscopio electrénico de barrido (MEB)
muestran que el gineceo de A. ochroleuca ssp. ochroleuca est4 conformado por
un estigma discoidal seguido de un ovario unilocular con 4-6 carpelos, carece de
estilo (Fig. 7). Los l6bulos estigmaticos estan hundidos formando canales
papilosos radiales, que a su vez representan la zona especifica para la
recepcion de los granos de polen (Fig. 8a), mientras que la zona que no es

receptiva presenta estomas y ceras epicuticulares abundantes (Fig. 8b).

Tmm

Figura 7. Gineceo de Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca en corte transversal. Se
observa a detalle las partes que lo conforman: el estigma lobulado y un I6culo del ovario
con oOvulos en la placenta, asi como la ausencia de estilo. esp=espina, ov=0vulo,

pl=placenta.
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La descripcién morfolégica de los granos de polen (Figs. 8c y d) coincide con la
descrita por Quiroz-Garcia et al. (1994). Son tricolpados, sincolpados,
semitectados, esferoidales y con superficie reticulada. Una vez que los granos
de polen son depositados en el estigma, éstos se adhieren e hidratan y los tubos
polinicos comienzan a emerger por uno de los colpos. Con esto comienza la fase
de invasién del tubo polinico al envolver a las papilas estigmaticas para después
entrar hacia el canal radial de las papilas hasta llegar al ovario (Fig. 8e y f). Una
vez atravesado el estigma, los tubos polinicos entran al ovario, en donde crecen
sobre las papilas de la placenta para llegar a los évulos, de esta manera llegan

al micropilo (Fig. 8g y h).

Debido a que A. ochroleuca ssp. ochroleuca carece de estilo, los granos
de polen se dirigen hacia el ovario por medio de las papilas que se encuentran
en los canales del estigma que se conectan a su vez con la placenta del ovario
(Fig. 9). En un corte transversal, el estigma se encuentra, de afuera hacia
adentro, delimitado por la epidermis externa, el cortex con multiples estratos de
paréngquima y haces vasculares; la epidermis con células papilosas delimitan los

canales estigmaticos (Fig. 10).
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Figura 8. Estigma y germinacion de granos de polen observados al MEB. a. Estigma
discoidal conformado por lébulos estigmaticos en cuya zona adaxial forman canales
radiales lleno de papilas y es la zona receptiva. b. Superficie no receptiva (zona
abaxial) del estigma. c. Vista polar del polen tricolpado. d. Vista ecuatorial del polen
mostrando la exina reticulada y uno de los colpos. e. Tubo polinico enrollandose en una
de las papilas estigmaticas. f. Grano de polen germinando, con el tubo polinico
creciendo hacia el interior del tejido estigmatico. g. Placenta cubierta de papilas por
donde crecen los tubos polinicos. h. El 6vulo maduro es anétropo, casi sésil y la zona
de la rafe es amplia. co= colpo, gp= grano de polen, hi= hilo, ov= ovario, pa= papila, pl=
placenta, ra=rafe, tp= tubo polinico, znr= zona no receptiva, zr= zona de recepcion del
polen, Circulo= ceras epicuticulares, flechas= estomas.
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Figura 9. Estigma de flores polinizadas observados en fluorescencia. a. Vista
panoramica de un corte transversal de estigma donde se observan tubos polinicos entre
las papilas (flechas) b. Papilas estigméaticas (cabeza de flecha). c. Acercamiento a uno
de los canales estigmaticos donde se observan tubos polinicos y papilas cortados
transversalmente. d. Acercamiento a las papilas estigmaticas por las que se desliza el
tubo polinico. es= canal estigmético; flechas= tubos polinicos; punta de flecha= papilas
estigmaticas.
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Figura 10. Estlgma de Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca. a. Corte transversal del
estigma b. Acercamiento a las papilas del canal que forma el estigma tefiido con
vainillina para detectar taninos insolubles. c. Papilas estigmaticas con safranina-verde

rapido. Circulo = canal formado por los canales radiales del estigma, flechas= taninos
en células de las papilas.

Las observaciones bajo el microscopio de fluorescencia que se realizaron
para saber si existe algun tipo de rechazo por parte del estigma hacia los tubos
polinicos, mostraron que a las dos horas de haber autopolinizado los estigmas,
los granos de polen germinaron y los tubos polinicos comenzaron a crecer por
entre las papilas del estigma (Fig. 11a). Transcurridas 4 h postpolinizacion (hpp)
en autocruza, se observd que los tubos polinicos aumentaron su longitud y

también formaron tapones de calosa en sitios distantes al 4pice (Fig. 11b).
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Finalmente, a las 6 hpp, se observaron muchos granos de polen
germinados y con los tubos polinicos tan largos que penetran el micropilo de los
ovulos. Los tubos polinicos crecen entre los canales del estigma provistos de
papilas (Fig. 11c) para llegar al ovario. También se pueden ver algunos granos
de polen que germinaron, pero los tubos polinicos permanecen en la superficie
de las papilas estigméticas. Los tubos polinicos que entran al ovario llevan a

cabo la fecundacion por porogamia (Fig. 11d).

Figura 11. Crecimiento de tubos polinicos en autrocruzas. a. Estigma a 2 hpp, en donde
el tubo polinico ha comenzado a crecer. b. Estigma a 4 hpp, los tubos polinicos han
crecido considerablemente y se forman tapones de calosa. c. A las 6 hpp, las flechas
sefialan algunos tubos dirigiéndose al estilo. d. Tubos polinicos llegando al ovario y
entrando a los 6vulos después de 6 hpp. Es: estigma; O: ovario; Ov: 6vulo; pa: papilas;

Tc: tapones de calosa; Tp: tubos polinicos.
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Los resultados muestran que las autopolinizaciones forman frutos (Tabla
3). Por lo tanto, la especie estudiada es autocompatible y no existen barreras
precigdticas durante la germinacion de los granos de polen, ni para el

crecimiento de los tubos polinicos, ni para la fecundacion.

Visitantes florales

Se observé que al inicio de la antesis llegaron pequefios himenopteros del
género Cryptalyra sp. incluidos en la familia Megalyridae (Fig. 12a). Cada vez
que llegan a una flor, aterrizan en el estigma. Posteriormente, recorren las
anteras dando vueltas alrededor del androceo desde abajo hacia arriba por
alrededor de 30 segundos y, finalmente, vuelan hacia otras flores o plantas de la
misma especie. Dichos himenoOpteros son constantes en las flores de A.
ochroleuca ssp. ochroleuca, ya que se registré un promedio de 7 visitantes en 10
minutos por flor. La actividad de Cryptalyra sp. termina cuando la flor abre
completamente, cerca de las 11:00 am, puesto que después de este momento
ya no se observaron. Una vez que las flores han abierto en su totalidad, es decir,
a las 12:00 h aproximadamente, son visitadas por abejas de la especie Apis
mellifera (también himenopteros) en un promedio de 8 abejas en 10 minutos por
flor (Fig. 12b), las cuales también forrajean a las flores de otras plantas que
crecen cercanas a A. ochroleuca ssp. ochroleuca, mientras que Cryptalyra sp.,

s6lo se observé en A. ochroleuca ssp. ochroleuca.
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Figura 12. Visitantes florales. a. Cryptalyra sp. que visita la flor al inicio de la antesis. El
recuadro muestra el detalle de una de las patas del insecto en donde se adhiere el

polen. b. Visita de abejas Apis mellifera contactando anteras y estigma.

Recompensas florales

Durante la diseccion de las flores no se encontraron nectarios. Se encontré que
las flores de A. ochroleuca ssp. ochroleuca presentan estomas en todos los

verticilos florales, a través de los cuales salen algunas secreciones.

El tamafio de estos estomas no varia entre los verticilos, pero si varia su
densidad. En los sépalos y en los pétalos, la densidad es menor que en las
anteras y en el ovario. El verticilo que tiene menor densidad de estomas es la

corola (Fig. 13).
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Figura 13. Fotomicrografias de estomas en los verticilos florales vistos al MEB. A. a.
Sépalo. B. b. Pétalo. C. c. Antera. D. d. Ovario. Mindsculas significan acercamientos.
cg= células guarda, pe= poro estomatico, s= secreciones; flechas= estomas.




Histoquimica de verticilos florales

Las pruebas histoquimicas que se realizaron en cortes longitudinales de botones
florales en pre-antesis revelaron la presencia de polisacaridos insolubles y
aceites en todos los verticilos florales (Figs. 14 y 15). En los estomas de los
sépalos se observan secreciones lipidicas que se extienden por la superficie
(Fig. 14a), y polisacéaridos, siendo los puntos de donde provienen dichas
secreciones las que se tifien con mayor intensidad (Fig. 15a). Lo mismo ocurre
con los pétalos, donde se observan los puntos de secrecion y restos de dichas
secreciones sobre la superficie (Fig. 14b y 15b). En las anteras no se alcanzan a
observar zonas secretoras especificas, solo se observan secreciones sobre la

epidermis de las anteras (Fig. 14c y 15c).

En la Fig. 14 se logran observar lipidos sobre la superficie de los tejidos
de los cuatro verticilos. De manera importante, en el ovario (Fig. 14d) se
detectan cantidades mayores de lipidos que en los otros verticilos (Fig. 14a, b y
c).En la Fig. 15 se muestran tefiidos los polisacaradios insolubles. A diferencia
de lo que se observa en la Fig. 14, aqui si se tifieron los estomas, sugiriendo que

son los sitios por donde se liberan la secrecidn lipidica en los cuatro verticilos.
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Figura 14. Cortes longitudinales de botén floral tefiidos con Rojo “O” de aceite. a.
Pétalo. b. Sépalo. c. Antera. d. Ovario. Flechas= zonas con mayor concentracion de
lipidos.
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Figura 15. Cortes longitudinales de botdn floral tefiidos con Acido periddico-Reactivo de
Schiff (APS). a. Pétalo. b. Sépalo. c. Antera. d. Ovario. Flechas= zonas con mayor
concentracion de polisacaridos insolubles.

Debido a que en las anteras no se encontraron zonas de secrecion

definidas (Fig. 15¢) como las de los demas verticilos (Fig. 15a, b y d), se
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realizaron las pruebas histoquimicas en fresco, cuyas tinciones revelaron la
presencia de secreciones lipidicas que se adhieren al polen cuando éste es
liberado. El Sudan Ill dio positivo (en color naranja) para la presencia de las
gotas lipidicas en la superficie de la antera (Fig. 16a) y el Reactivo de Schiff
funcion6 como prueba negativa ya que lo que reveld fue la presencia de
azucares en el grano de polen coloreados de rosa debido a la reaccion, y que
contrasta con las gotas lipidicas que se le adhieren a los granos, que no se
tiferon pero se observan claramente en color amarillo, posiblemente secretadas

por el tapete (Fig. 16b).

Figura 16. Histoquimica de anteras en fresco. a. Antera con Sudan Il que revela la
presencia de gotas lipidicas en la superficie de la antera (flechas). b. Polen recién
liberado y teflido de rosa con Reactivo de Schiff que indica la presencia de azucares y
contrasta con las gotas lipidicas adheridas a su superficie (flechas).
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Dispersion de semillas

La dispersion primaria de las semillas se lleva a cabo por medio del viento.
Cuando las semillas maduran por completo, los frutos son cépsulas que al
deshidratarse se observan en forma de canasta debido a que se abren por
valvas apicales. En la base de la capsula los carpelos permanecen fusionados y
no se abren en esa zona. En la parte apical del fruto, el estigma es persistente y
a ella quedan unidos los haces vasculares provenientes de los carpelos. En el
interior de las capsulas recién abiertas se observan las semillas (Fig. 17), las
cuales salen y caen al piso por la agitacion de un lado a otro del pedunculo que

sostiene a los frutos al ser movidos por el viento, permitiendo asi, la dispersion

primaria de las semillas.

— .X‘J /// s ) 2 ‘;
Figura 17. Frutos capsulares (con dehiscencia parcial a través de valvas) de A.
ochroleuca ssp. ochroleuca. a. Imagen panoramica de los frutos secos sobre los
pedunculos. b. Acercamiento a la cdpsula abierta en forma de canasto, con el estigma

y haces vasculares persistentes mostrando a las semillas maduras.
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Las semillas maduras son globosas y tienen una costilla abultada a lo
largo de la rafe. Las células epidérmicas de la costilla son pequefias con
respecto al resto de la superficie de las semillas. La zona hilo-micropilar es
ovalada (Fig. 18a), sobre todo las de las zonas laterales, las cuales son grandes
y abultadas. Las células de la zona micropilar también son pequefias y en ella se
observa el pequefio micropilo obstruido y a su lado la zona del hilo mostrando
células parenquiméticas expuestas cuando la semilla se desprende del fruto

(Fig. 18b).
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Figura 18. Semillas de A. ochroleuca ssp. ochroleuca. vistas al MEB. a. Vista de la
region hilo micropilar y de la rafe, mostrando la costilla. b. Vista lateral de la semilla
mostrando la costilla con células epidérmicas pequefias con respecto a las células
grandes y abultadas de la cubierta seminal y la posicion del micrépilo. hi= hilo,
co=costilla, Cs= cubierta seminal, Mi=micropilo.
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DISCUSION

Los resultados de los experimentos y de las observaciones, detallan la biologia
reproductiva de A. ochroleuca ssp. ochroleuca desde el momento de la floracion. El
sistema de cruza mixto presente en esta especie estd dado por las caracteristicas de la
flor y del ecosistema, por ejemplo la presencia de polinizadores. Cuando los
polinizadores son constantes en las flores de A. ochroleuca ssp. ochroleuca, la cantidad
de polen depositado sobre el estigma aumenta, propiciando la formacion de semillas.
Cuando éstas llegan a la madurez, los frutos las dispersan con ayuda del viento y
dependiendo de las condiciones ambientales, éstas germinaran para establecerse y

llegar a la madurez para repetir el ciclo reproductivo.

Antesis floral

La mayoria de las flores de A. ochroleuca ssp. ochroleuca son casmogamas,
aunque presenta algunas cleistbgamas. En las flores casm6gamas, la duracion
de la antesis y la apertura floral de A. ochroleuca ssp. ochroleuca estan
influenciados por las condiciones ambientales, como la radiacion solar, lo cual
también esta reportado para otras angiospermas (Amasino, 2005). En A.
ochroleuca ssp. ochroleuca lo anterior es de suma importancia para los sistemas
de cruza, ya que la flor abre durante tres dias (tiempo que dura receptivo el
estigma), lo que otorga a los individuos mas oportunidades de entrecruza por

medio de polinizadores.
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Hercogamia

La hercogamia es una de las caracteristicas que presentan algunas flores
hermafroditas como mecanismos que sirven para promover la polinizacion
cruzada (Richards, 1997). Con los resultados obtenidos de la medicion de las
longitudes de los 6rganos sexuales de la flor y los cambios florales que se
observaron, se propone que los individuos de A. ochroleuca ssp. ochroleuca
presentan flores con hercogamia, ya que se encontraron diferencias
significativas entre la longitud del pistilo y de los estambres, y ademas tienen una

correlacion positiva en la separacion espacial constante entre dichas longitudes

(Fig. 4).

Sistemas de cruza

En el caso de A. ochroleuca ssp. ochroleuca, que se desarrolla en ambientes
perturbados o en etapas sucesionales tempranas, tiene la capacidad de
reproducirse tanto por autocruza como por entrecruza. La relacion P/O apoya
ésta afirmacion, puesto que los resultados se ajustan entre las categorias de
autogamia facultativa y xenogamia facultativa que propone Cruden (1976) para
los sistemas de cruza. En otros términos, se refiere a lo mismo que un sistema

mixto.

La vasta cantidad de polen que producen las flores puede deberse a que
existe una pérdida de polen al ser transportado por un vector, ademas de que
aumenta la competencia en el gineceo al momento de la polinizaciéon en la

germinacion y crecimiento del tubo polinico (Mitchell, 1997).
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Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca no tiene reproduccion asexual por
propagacion vegetativa y, con respecto a los tratamientos de polinizacion, se
observo que no hay formaciéon de semillas por apomixis, con lo que se descarta
la formacion de semillas sin fecundacion, descartando que su éxito reproductivo

se deba a algun tipo de reproduccién asexual (Quero et al., 2010).

Sistema de cruza mixto

El sistema mixto se considera como una transicion entre el entrecruzamiento y la
autofecundacién (Barrett, 2002). La desventaja de este sistema es que al
producir menos semillas por autogamia se reduce la adecuacién de las plantas,
pero a su vez es una manera de asegurar la reproduccion al no llevarse a cabo
la entrecruza. En el caso de A. ochroleuca ssp. ochroleuca se asume que la
autopolinizacion debe ocurrir de manera simultdnea por medio de la
autopolinizacion facilitada, en donde los polinizadores transportan tanto polen
autbgamo como xendégamo sobre un estigma. También es posible que ocurra
después, ya que las flores se cierran durante dos dias y el movimiento de los
pétalos asi como las corrientes de aire podrian ocasionar la polinizacién
posterior a la antesis (Lloyd, 1979, Carri6 et al., 2008). En A. ochroleuca ssp.
ochroleuca a polinizacién previa a la antesis de las flores casmdgamas es dificil
gue ocurra, ya que los estigmas se encuentran por debajo del nivel del estigma,
ademas conforme la flor abre, éstos se extienden hacia la periferia por lo que la

distancia entre los 6rganos sexuales es aun mayor que en un principio, lo que
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permite que las flores tengan oportunidades de entrecruza como lo describe

Lloyd ( 1979, 1992) para otras angiospermas.

Con los datos obtenidos se muestra que, a pesar de que A. ochroleuca
ssp. ochroleuca se desarrolla en un ambiente perturbado, la autopolinizacién no
le favorece, ya que forma menor cantidad de semillas por esta via que por la
polinizacién cruzada, lo que resulta contrario a lo que propone Cruden (1977).
Por ésta razon se puede considerar a A. ochroleuca ssp. ochroleuca como un
ejemplo de especie en donde el sistema mixto muestra una direccion hacia la
entrecruza, sin perder la oportunidad de autogamia ya que carece de un sistema

de incompatibilidad.

Autogamia

El hecho que en A. ochroleuca ssp. ochroleuca el producto de autopolinizacién
natural se hayan observado semillas colapsadas en frutos tanto poco
desarrollados como bien desarrollados, puede deberse a la posibilidad de que
presenten cigotos que expresen alelos letales que causan su muerte, por lo que
no se observa un correcto desarrollo en las semillas. Este fendbmeno sucede
cuando se han llevado a cabo varios ciclos de autofecundacion o porgue existen
barreras postcigéticas, por lo que las plantas, por medio de la formacion de
homocigotos con genes deletéreos, eliminan a estos cigotos a causa del a
depresion por endogamia y la eliminacion es la consecuencia genética (Husband

y Schemske, 1996).
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Una segunda razén por la cual no hay formacion de semillas en las
autopolinizaciones naturales es porque, ademas de presentar hercogamia, el
transporte del polen no es tan efectivo como en la polinizacion abierta, en donde
los polinizadores desempefian un papel importante como se describe mas
adelante. Esto se confirma con los resultados de la autopolinizacion manual, en
donde todas las flores polinizadas formaron fruto, lo que significa que para que
se efectle la polinizacion debe haber transporte de polen aunque sea el propio
(autopolinizacion facilitada o geitonogamia), ya que de acuerdo a Richards
(1997), la hercogamia funciona como mecanismo para reducir la
autopolinizacion. A pesar de que en la mayoria de las flores de A. ochroleuca
ssp. ochroleuca con autopolinizacion natural se formaron frutos y semillas, hubo

algunas en donde esto no ocurrio.

Lo anterior sugiere que el grado de hercogamia puede variar dentro de la
poblacion estudiada de A. ochroleuca ssp. ochroleuca , lo que provoca que las
anteras de algunas flores puedan alcanzar el nivel del estigma. También es
posible que durante el transcurso de la de antesis, en donde las anteras estan
liberando polen y los estigmas se encuentran receptivos, los movimientos que
lleva a cabo la flor por medio del cierre y la apertura de los pétalos, provoquen el
transporte del polen hacia el estigma como ocurre en otras especies de

angiospermas mencionadas por Carrio et al. (2008).
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Pseudocleistogamia

Una de las alternativas reproductivas que deja al descubierto este estudio es que
A. ochroleuca ssp. ochroleuca también utiliza un sistema de autofecundacion
alternativo, la pseudocleistogamia, ya que en algunas flores no se caen los
sépalos y las flores no abren, por lo que las anteras no tienen oportunidad de
extenderse, por el contrario, maduran y liberan el polen cerca del estigma, de tal

forma que en ellas se puede llevar a cabo la autofecundacion.

La pseudocleistogamia presentada en A. ochroleuca ssp. ochroleuca se
observé en varias flores que no fueron cubiertas ni manipuladas y, aunque fue
facil reconocer a estas flores y a sus frutos por la presencia de los sépalos
cubriendo al estigma y las remanencias de los demas verticilos florales, es
probable que algunos frutos de este tipo no se hayan observado y colectado
debido a que los sépalos pudieron caerse por accion del viento, cuestion que

también se observé en campo.

Por definicion, este fendmeno se conoce como cleistogamia, en donde las
flores son polinizadas en ausencia de antesis, pero también se define como la
produccion de flores abiertas (casmdgamas) y cerradas (cleistbgamas) en una
misma especie, incluso dentro del mismo individuo (Kuhn, 1867). Dentro de las
clasificaciones de los tipos de cleistogamia definidos por Lord (1981), se puede
colocar a A. ochroleuca ssp. ochroleuca dentro del grupo de las especies con
pseudocleistogamia, la cual se refiere a los casos en donde no existen

diferencias morfologicas entre las flores cleistbgamas y las casmdgamas. Las

53



gue se fecundan por cleistogamia es porque hay un factor que evita la antesis
floral (Lord, 1981), en este caso la permanencia de los sépalos es el factor que

evita la apertura de la flor y permite que el polen sea depositado en el estigma.

Entrecruza

En los tratamientos de polinizacion cruzada y polinizacion abierta aplicados en A.
ochroleuca ssp. ochroleuca se obtuvo una alta cantidad de semillas formadas v,
aunque se aprecian diferencias, éstas no fueron significativas. Lo que sugiere
que, las polinizaciones cruzadas fueron hechas correctamente. También, al no
encontrarse diferencias en la produccion de semillas entre el control y la
polinizacién cruzada, pero si con los dos tratamientos de autopolinizacion, se
especula que los frutos y las semillas formadas en el control pudieron formarse
por entrecruza, que a su vez indica que la actividad de los polinizadores es alta 'y
ademas existe una constancia por parte de los insectos que forrajean y

transportan el polen de las flores de A. ochroleuca ssp. ochroleuca.

A pesar de que no existen diferencias entre el control y el tratamiento de
polinizacién cruzada, ni en la forma ni en el nimero de semillas producidas, por
el primero excede el del segundo. Esto sugiere que los polinizadores que visitan
las flores de en A. ochroleuca ssp. ochroleuca tienen un papel importante en la
polinizacién cruzada, lo que se ve reflejado en la formacion de semillas y en el

namero de granos de polen por flor que exceden el nimero de évulos con el fin
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de maximizar la fecundacion, argumento defendido por Mitchell (1997) en otras

especies.

Depresion endogamica

En cuanto a la depresion por endogamia, el numero de frutos formados, el
namero de semillas y el resultado acumulativo mostraron que la poblacion de A.
ochroleuca ssp. ochroleuca se presenta depresion por endogamia. De acuerdo a
Lande y Schemske (1985) y Husband y Schemske ( 1996), las diferencias en la
formacion de frutos y la baja cantidad de semillas son un fuerte indicador de la

presencia de depresion endogamica.

Por lo tanto la depresion endogamica presente en la poblacion estudiada
de A. ochroleuca ssp. ochroleuca marca una presion de seleccion que favorece
el entrecruzamiento como lo mencionan Lande y Schemske (1985). Lo que se ve
reflejado en las semillas formadas por tratamiento, en la gran cantidad de polen

que producen las flores y en la presencia de hercogamia.

Una manera de compensar la baja cantidad de semillas de autocruza, es
por medio del reclutamiento de individuos que provengan de semillas con
embriones viables y competentes. Esta compensacion tiende a aumentar la
incidencia de alelos letales en la poblacion, lo que causaria una futura purga
genética en donde los individuos que permanezcan seran aguellos con mayor
heterocigosis, que a su vez, favorece la autocruza porque se reduce el riesgo de
depresion endogamica. Si estos eventos ocurren a largo plazo, se puede
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reconocer un ciclo en donde las poblaciones oscilan entre la tendencia hacia la
entrecruza y tendencia hacia la autocruza. Por esta razén, los sistemas mixtos

prevalecen, gracias a la compensacion reproductiva (Porcher y Lande, 2005).

Visitantes florales

El promedio de visita de los polinizadores indican que existe una constancia
floral por parte del insecto especialista Cryptalyra sp. porque fue observado
unicamente forrajeando las flores de A. ochroleuca ssp. ochroleuca. Cuando los
polinizadores visitan Unicamente las flores de una especie hace que aumente la
tasa reproductiva debido a que el polen es transportado de una flor a otra
(entrecruza) evitando contaminacion o la saturacién del estigma por polen de
otras especies. Por lo tanto, la manera en la que los polinizadores sean efectivos
y transporten el polen influye en gran parte en los sistemas de cruza

(Grindeland, et al., 2005; Molina-Montenegro y Cavieres, 2006).

Es posible que los polinizadores lleven a cabo autopolinizacion facilitada
(Lloyd, 1979), en donde el transporte de polen lo realizan al estigma de la misma
flor, pero la cantidad de semillas formadas en la polinizacion abierta refleja que
en A. ochroleuca ssp. ochroleuca el transporte de polen es altamente efectivo,
sobre todo en las primeras horas de antesis, que es cuando Cryptalyra sp. tiene
mayor actividad y los estigmas se observan saturados de polen. Las abejas
observadas, no son polinizadores exclusivos de A. ochroleuca ssp. ochroleuca

porque éstas también forrajean flores de otras especies que se encuentran a los
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alrededores. Ademas, su actividad es posterior a la de Cryptalyra sp. Entonces,
el polen depositado por las abejas, ya sea de A. ochroleuca ssp. ochroleuca o
no, queda por encima del polen depositado por Cryptalyra sp., el cual tuvo la

ventaja de ser depositado antes y que incluso ya pudieron haber germinado.

Recompensas florales

Argemene ochroleuca ssp. ochroleuca no tiene nectarios florales, por lo que la
visita constante de los polinizadores esta relacionada con otros mecanismos de
atracciéon de las flores (polen principalmente) y con las recompensas que
producen. Con los resultados que se obtuvieron en las pruebas histoquimicas y
lo que se ha reportado en otros grupos como evidencia, es posible que los
polinizadores sean atraidos por los lipidos, os en los verticilos florales o bien, de
las gotas lipidicas que se adhieren al polen, posiblemente secretados por el

tapete y adheridos a los granos de polen maduros.

Se ha reportado que en 28 grupos de angiospermas (Renner y Schaefer,
2010), las flores ofrecen aceites como recompensa, que Se secretan en
glandulas o en estructuras especializadas como los elai6foros (Vogel, 1990).
Existe un grupo de abejas neotropicales que pertenecen a la familia Apidae, en
donde se encuentra Apis mellifera, que se caracterizan por poseer estructuras
que le permiten recoger el aceite de las flores (Torretta et al., 2011). Dichas
recompensas tienen un gran aporte nutrimental, las abejas utilizan los aceites

florales mezclados con polen para alimentar a sus larvas o la elaboraciéon de sus
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colmenas (Grajales-Conesa, et al. 2011), sumado a los azucares contenidos en
los granos de polen (Hidalgo, et al. 1990). En A. ochroleuca ssp. ochroleuca se
observa que los granos de polen se cubren del aceite. Cuando los polinizadores
llegan a la flor, el polen se adhiere a su cuerpo con facilidad gracias a las
caracteristicas morfologicas, tanto del polinizador como del polen, por ejemplo,
la ornamentacion reticulada del grano de polen (Fig. 8c y d) (Pacini y Hesse

2005).

En los acercamientos a los estomas de cada verticilo se aprecian las
secreciones, las cuales también varian, aunque este resultado puede deberse a
gue las sustancias secretadas se van lavando con el proceso de deshidratacion
del material para su observacion bajo el MEB. La densidad de los estomas varia
entre los verticilos sexuales, presentdndose una mayor densidad por unidad de
area en los 6rganos sexuales, que, como ya se menciono, es posible que
funcionen como atrayentes y/o recompensas para los polinizadores, quienes son
atraidos por su alta concentracion tanto en anteras (en donde se adhiere el
polen al cuerpo del insecto), como en el ovario. En un estudio realizado en
Clarkia breweri de la familia Onagraceae, se encontré que los pétalos producen
compuestos en las células epidérmicas que funcionan como atrayentes por
medio del olor (Dudareva y Pichersky, 2000). En A. ochroleuca ssp. ochroleuca
se encuentran estomas en la epidermis de sépalos y pétalos que secretan

lipidos, pero no se sabe con certeza la funcion de las secreciones.

En la actualidad no existen estudios que revelen la presencia de estomas

por los cuales salgan las secreciones de las flores, en la familia Papaveraceae.
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Por esta razon es importante continuar con estudios de este tipo que detallen la
biologia de la polinizacion relacionada con los mecanismos de atraccion y los

tipos de recompensa dentro de la familia.

La presencia de estomas no funcionales en sépalos y pétalos puede estar
0 no relacionada con la reproduccion, debido a su baja concentracion, pueden
servir como defensa al secretar sustancias para evitar que los polinizadores
también se alimenten de los tejidos florales (McCall e Irwin 2006, Zangerl y

Berenbaum, 2009; Tsuji y Sota, 2010).

La presencia de taninos, producto del metabolismo secundario de las
papilas estigméticas (Fig. 9), también funciona como protecciébn contra
herbivoros y contra patégenos, tales como bacterias (Swain 1977), que puedan
hallarse entre las papilas, ya que el estigma es una superficie apta para la
incubacion de microorganismos (Spinelli et al. 2005). Por lo tanto, las plantas de
A. ochroleuca ssp. ochroleuca no sélo invierten en la produccion de gametos,
sino también en la produccién de posibles recompensas, atrayentes florales y de

sustancias protectoras.

Crecimiento de tubos polinicos

En adicién a los tratamientos de polinizacion que se realizaron en campo, la
observacion de los tubos polinicos al MEB muestran que los granos de polen
s6lo pueden ser depositados en una zona especifica del estigma provista de
papilas, las cuales no sélo tienen una funcién importante para el reconocimiento,
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la hidratacion y la germinacién del grano de polen (Safavian y Goring 2013), sino
también sirven como guia para dirigir a los tubos polinicos hacia el ovario (Cruz y

Cruz, 2013).

El carecer de estilo también es un caracter que favorece la fecundacion,
ya que la distancia que debe recorrer el tubo polinico es menor, lo que permite
gue se conserve energia para crecer lo suficiente para fecundar los évulos de la
parte basal del ovario, ayudado por las papilas de la placenta (Fig. 8g y h) por

las cuales se desliza (Vazquez, 2013).

Sistemas de autoincompatibilidad

Las fotomicrografias en fluorescencia de los tubos polinicos revelan que A.
ochroleuca ssp. ochroleuca es una especie autocompatible, a diferencia de A.
munita, que se describe como sistema semicompatible, puesto que si hay
formacién de frutos en la autofecundacion, debido a genes S débiles o no
funcionales que permiten la germinacion del polen y el paso de los tubos
polinicos a través del estigma hacia el ovario (Paape et al., 2011; Bilinski y Kohn,
2012). En, A. ochroleuca ssp. ochroleuca no se puede decir que presenta un
sistema similar al de A. munita, ya que no se sabe si la diferencia en el largo de
los tubos polinicos se deba a un sistema de autoincompatibilidad, o bien a que
esa parte de los tubos polinicos se encuentra en uno de los canales estigmaticos
por lo que se observan agrupados y lejanos. Por lo tanto queda abierta a la

posibilidad de que la baja formacion de semillas y frutos en los tratamientos de
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autopolinizacion se deban a un sistema de autoincompatibilidad débil, o bien, se

debe a la depresion por endogamia como se ha detallado anteriormente.

La variabilidad en la formacion de semillas y de frutos por medio de la
autopolinizacion puede deberse a que en algunas plantas, la
autoincompatibilidad se pierde o se debilita con el paso del tiempo (Good-Avila y
Stephenson, 2002), es decir que el posible sistema de autoincompatibilidad
puede ser menos estricto en los ultimos dias de antesis, permitiendo a las
plantas asegurar su reproducciéon, como ocurre en una especie de la familia
Convolvulaceae, cuyo mecanismo de autoincompatibilidad se debilita en algunos
individuos, a lo largo de los cuatro dias de antesis (Good-Avila y Stephenson,

2002).

También se ha reportado que en algunas especies poliploides han
perdido las caracteristicas que confieren autoincompatibilidad (Chawla et al.
1997). Para confirmar este hecho, seria Gtil que estudios como los del presente
trabajo se realizaran en las especies parentales de A. ochroleuca ssp.
ochroleuca (Argemone ochroleuca y Argemone mexicana) (Karnawat y Malik
2011), para saber si presentan caracteristicas de un sistema de

autoincompatibilidad y si se ha reducido en A. ochroleuca ssp. ochroleuca.

Cabe la posibilidad de que Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca
presente otros tipos de sistemas de autoincompatiblidad de accion tardia
(sistemas de autoincompatibilidad ovaricos) o autoesterilidad, que hagan que la

produccion de semillas por autocruza sea baja o nula. Estos se caracterizan por
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llevar a cabo el rechazo del tubo polinico a nivel del ovario, ya sea antes o
después de la fecundacion (Allen y Hiscock, 2008). La etapa en la que se lleve a
cabo el rechazo del tubo polinico en estos sistemas ovaricos, es dificil de saber,
ademas de que no se conocen con exactitud dichos mecanismos, podria ser
también, una consecuencia de la depresién endogamica. Lo anterior explica por
qué en los tratamientos de autopolinizacién se observan semillas colapsadas o
no formadas, quiere decir que A. ochroleuca ssp. ochroleuca podria presentar un
sistema de autoincompatibilidad ovarico, ya que en las fotomicrografias si se
observa crecimiento del tubo polinico a través del ovario hasta llegar a los
ovulos, por lo que la inhibicion del tubo polinico deberia ocurrir momentos antes
o después de la fecundacion. La presencia de dichos sistemas ovaricos se ha
relacionado con la presencia de estilos huecos o bien, a la ausencia de un
verdadero estilo (Allen y Hiscock, 2008), tal como ocurre en A. ochroleuca ssp.

ochroleuca.

A pesar de estas caracteristicas del estilo presentes en diversas especies
de la familia Papaveraceae, no se ha reportado, hasta la fecha, algin caso de
inhibicion ovarica en dicha familia, ni en el orden al que pertenece

(Ranunculales) (Allen y Hiscock, 2008).

Evolucion de los sistemas de cruza en A. ochroleuca ssp. ochroleuca

Los resultados de este trabajo, en conjunto, demuestran que A. ochroleuca ssp.

ochroleuca presenta un sistema mixto que, segun el modelo de Lande y
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Schemske (1985), se ve favorecido por la entrecruza ya que las
autopolinizaciones dejan a la poblacién con altos niveles de depresion por
endogamia. Las caracteristicas que apoyan esta idea, son las que promueven la
polinizacion cruzada, entre las que se encuentran: la hercogamia en las flores,
las secreciones florales, la vasta cantidad de polen y finalmente, las
interacciones que se han creado con Cryptalyra sp. Lo anterior no es consistente
con lo que menciona Barrett (2013) acerca de la existencia de una tendencia
evolutiva, en donde los sistemas de cruza xen6gamos y de autoincompatibilidad
muestran una evoluciébn con direccion hacia la autogamia y hacia la
autocompatibilidad, respectivamente. Este caso seria una excepcion, en donde
las presiones de seleccion estan dirigiendo el sistema mixto de A. ochroleuca

ssp. ochroleuca hacia la entrecruza.

Dispersiéon de semillas

Con respecto a la dispersion de las semillas, las plantas presentan anemocoria,
es decir, las semillas se dispersan alrededor de la planta madre con el
movimiento de los frutos por accidon del viento. Esto provoca que para la
siguiente temporada, varias plantas crezcan cercanas unas de otras
aumentando la densidad, lo que confiere una desventaja como se ha
mencionado anteriormente. Aunque en la poblacion estudiada no se observo
dispersion secundaria, es decir, una vez que la semilla sale del fruto y es

dispersada por otro vector, no se descarta que esto pueda ocurrir.
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Con los resultados obtenidos en las pruebas realizadas, se tiene un
conocimiento mas amplio sobre las estrategias reproductivas presentes en una
maleza, las cuales podrian ayudar a explicar su amplia distribucién. Sin
embargo, es claro que se requieren mas estudios de este tipo, en especies del
mismo género o familia que contribuyan, en conjunto, al entendimiento de la
transicion de los sistemas de cruza y a la evolucion y pérdida de los sistemas de
autoincompatibilidad en la familia Papaveraceae, asi como de las estrategias
reproductivas presentes en malezas, lo que les confiere mayores ventajas en la

colonizacidon de nuevas areas.
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CONCLUSIONES

Argemone ochroleuca ssp. ochroleuca lleva a cabo su reproduccién sexual por
medio de un sistema de cruza mixto, que se compone de caracteristicas que
favorecen el entrecruzamiento pero que permiten la autopolinizacion. Lo
anterior, sumado a la efectiva dispersion de las semillas nos permite entender
los algunos factores que promueven la colonizacion y la amplia distribucion de A.

ochroleuca ssp. ochroleuca.

Entre las caracteristicas que promueven la entrecruza, se encuentran las
posibles recompensas florales que producen las flores a través de sus estomas
no funcionales que secretan lipidos, o bien la alta cantidad de polen producido
por las flores. También la separacion espacial de los 6rganos sexuales, que
impiden la saturacion del estigma por polen propio, aumentando la efectividad de

la polinizacion cruzada.

Aunque la formacion de semillas es mayor por la via de entrecruza,
también la autocruza ofrece un aseguramiento reproductivo asociado a la
autocompatibilidad y a la presencia de pseudocleistogamia en algunas flores.
Estos mecanismos de aseguramiento reproductivo conducen a la poblacién
hacia un estado de depresion endogamico. La depresion por endogamia se
muestra como evidencia de cdmo una especie con un sistema de cruza mixto,

tiende hacia la entrecruza.
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