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. Resumen

La distilia en Bouvardia ternifolia (Rubiaceae) se caracteriza por dos tipos de morfos florales, el
morfo Thrum con anteras largas y pistilos cortos y el morfo Pin, con anteras cortas y pistilos
largos, aunque por un evento de recombinacion se pueden generar individuos homostilicos, los
cuales presentan las anteras y los pistilos situados a la misma altura. Estos individuos pueden ser
de tipo largo o de tipo corto. En este estudio se analizaron, a nivel celular, flores Pin, Thrum y
homostilicas, a través del desarrollo floral, para determinar si el establecimiento de la distilia en B.
ternifolia esta dada por division celular y/o por elongacién celular. Se analizé cual de las posibles
vias evolutivas explican la diferencia de alturas de las estructuras reproductoras para cada uno de

los morfos.

Durante las etapas tempranas del desarrollo floral, los morfos Pin, Thrum y las flores homostilicas,
presentan un crecimiento homomoérfico para la corola. En el caso del pistilo, la diferencia de alturas
entre los morfos ocurre desde etapas muy tempranas (etapa 4). Para los morfos Pin y Thrum, la
hercogamia surge primero en la estructura reproductora femenina (pistilo) y posteriormente en la
estructura reproductora masculina (anteras), manteniéndose hasta la etapa de antesis. Estas
diferencias estan dadas, tanto por division como por elongacién celular, siguiendo un patrén
diferente para cada uno de los morfos. En el morfo Pin, la posicion final de las anteras esta dada
por la longitud celular sobre todo de la parte alta de la corola, mientras que, la posicion final del
pistilo, es el resultado de divisidn celular. Para el morfo Thrum, la longitud de las anteras esta dada
principalmente por division celular, mientras que la longitud del pistilo se encuentra determinada
por ambos procesos celulares. En las flores homostilicas, la longitud de la antera esta dada
principalmente por elongacién celular, mientras que la posicion del pistilo es producto, de la

elongacion celular.

El analisis del tamafio y forma de la célula, dentro de la epidermis interna de la corola y del pistilo,
mostraron que un mecanismo diferente media la elevacion de las anteras y del pistilo entre los
tres morfos. El analisis revel6 que las células del tubo de la corola, de la parte baja, en los tres
morfos son largas, delgadas y rectangulares, mientras que la parte alta de la corola se encuentra
constituida por células pequenas, anchas y redondas, a diferencia de las tres zonas del pistilo que

estan constituidas por células largas y rectangulares .



[l. Introduccién

Las Angiospermas representan el grupo mas importante y diverso de las plantas vasculares. La
variacion morfolégica de las flores se determina, principalmente, por los efectos combinados del
genotipo, la programacion del desarrollo y la variacion ambiental (Diggle, 1992). Por esta razén,
las Angiospermas han desarrollado adaptaciones morfoldgicas, fisiolégicas y genéticas para
favorecer la fecundacion cruzada, como por ejemplo, los sistemas de autoincompatibilidad
esporofitica y gametofitica, asi como mecanismos de separacion espacial y/o temporal de los
organos sexuales. La cercania de las estructuras, tanto femeninas como masculinas, en una
misma flor, aumenta la probabilidad de autopolinizacién y, por ende, de autofecundacién. Para
regularla, el pistilo participa de una manera muy importante, ya que, ademas de recibir al polen en
la superficie estigmatica, permite su hidratacion, su germinacién, su nutricion y la conduccion de
los tubos polinicos a través del estilo hacia el ovario, y a su vez, también sintetiza factores que
ayudan a reconocer y discriminar el polen producido por la misma planta, de aquél que proviene

de individuos genéticamente relacionados y de otras especies (McClure y Franklin-Tong, 2006).

Para promover la polinizacién cruzada, varias especies de plantas hermafroditas han desarrollado
adaptaciones morfolégicas, tales como la separacion espacial del pistilo y de los estambres
(hercogamia). Un tipo de hercogamia es la heterostilia, presente en 28 familias de Angiospermas
(Barrett, 1992). La heterostilia es un polimorfismo floral, controlado genéticamente y por lo general,
esta asociado con un sistema de autoincompatibilidad, en el cual, las poblaciones presentan dos o
tres morfos florales, que difieren entre si en la posicion reciproca de los estigmas y de las anteras.
El caso mas sencillo, la distilia, es un polimorfismo caracterizado por la presencia de hercogamia
reciproca y un sistema de incompatibilidad genético, intramorfo, controlado de forma dialélica v,
generalmente, de tipo esporofitico (de Nettancourt, 2001; Ferrero, 2009); dicho sistema de
incompatibilidad mantiene una proporcion equivalente (1:1) de cada uno de los morfos (Sampson y
Krebs, 2012). Las flores de las plantas de morfo Pin presentan estilos largos, mientras que las
anteras se disponen por debajo de éstos; por el contrario, en las plantas con morfo Thrum, las
anteras se situan por encima de los estigmas (Barrett, 1992). En ambos casos, los estigmas se
encuentran situados reciprocamente de las anteras del morfo opuesto y solo el polen del morfo
opuesto es compatible (Ganders, 1979; Lloyd y Webb, 1992; Taisma y Varela, 2005).

El sistema distilico previene la autofecundacién y las cruzas entre plantas del mismo morfo,

promoviendo asi la variabilidad genética. Ademas, existen otros caracteres que difieren



repetidamente entre morfos en las especies heterostilicas, la mayoria relacionados con
caracteristicas del polen y los estigmas. Las diferencias en el tamafo de la corola, la produccién y
el tamafo del polen, asi como la forma y el tamafo de las papilas estigmaticas, entre otros, se
conocen como polimorfismos florales. Asi mismo, existen diferencias en el tamafo y la produccién
de polen entre morfos y normalmente implican una mayor produccion de polen de menor tamafio
por parte del morfo Pin y una menor produccion de polen de mayor tamafo por parte del morfo
Thrum (Dulberger, 1992; Ferrero, 2009; Richard y Koptur, 1993; Faivre y McDade, 2001; Romero,
2013). En si, la distilia se ha usado como un sistema biolégico para evaluar, tanto su origen y
mantenimiento, como su posible transicion a otros sistemas reproductivos (Beach y Bawa, 1980;
Muenchow y Grebus, 1989).

La familia Rubiaceae comprende especies arbdéreas, arbustivas, plantas erectas postradas o
trepadoras, a veces epifiticas, herbaceas o lefiosas, que crecen en diversos estratos de bosques
tropicales (Borhidi y Pérez, 2002). Esta familia presenta mas especies con heterostilia que ninguna

otra familia de las Angiospermas.

La evolucion de la distilia en la familia Rubiaceae y en otras familias de Angiospermas, se cree que
deriva de los patrones de crecimiento diferenciales entre los morfos Pin y Thrum. Sin embargo,
existen pocos estudios a nivel celular sobre el desarrollo floral temprano en especies heterostilicas.
Por esta razdn, el presente trabajo tiene como objetivo determinar qué eventos celulares estan
implicados en el establecimiento de la distilia en Bouvardia ternifolia, ya sea por divisiéon celular y/o
por elongacion celular asi como por la forma de las células epidérmicas internas de la corola y las

células epidérmicas del pistilo.



lll. Antecedentes

3.1. Familia Rubiaceae

La Familia Rubiaceae, del orden de las Gentianales, esta distribuida en todo el mundo (Figura 1),
con una mayor diversidad en zonas tropicales (Taylor, 2001). Es un grupo muy definido y facil de
reconocer. La combinacion de hojas simples, opuestas o verticiladas, la presencia de estipulas y
flores con ovario infero y la corola gamopétala, son caracteres conspicuos en el diagndstico
(Delprete, 2004), aunque presenta muchas dificultades en su clasificacién intrafamiliar (Bremer,
1996; Bremer y Eriksson, 2009). Esta familia, considerando su diversidad, es la cuarta mas grande
entre las faner6gamas, se han descrito y reconocido unos 650 géneros y 13 000 especies
(Delprete, 2004). En México, la Familia Rubiaceae esta representada por alrededor de 103

géneros, 585 especies y 31 infraespecies (Borhidi, 2006).

El polimorfismo de la heterostila ha evolucionado de forma independiente en al menos 24 a 28
familias de angiospermas (Barrett et al., 2000; Barrett y Shore, 2008), siendo particularmente la
familia Rubiaceae importante en este aspecto, ya que mas de la mitad de sus géneros presenta
heterostila (Barrett et al., 2000); ademas, la mayoria de los estudios sobre el desarrollo floral de

heterostila se enfocan a esta familia (Richards y Barrett, 1992; Faivre, 2000).

Distribucion geografica de la
- Familia Rubiaceae.

Figura 1. Distribucion geografica de la Familia Rubiaceae. Tomada de:

http://www.thecompositaehut.com/index.html

Muchas especies de la familia Rubiaceae son conocidas por su importancia econémica, como por
ejemplo la “quina” o “cascarilla” (tribu Cinchoneae), que presenta varios alcaloides con variadas
aplicaciones. El género Pogonopus y varios otros son fuente de compuestos cuyas pruebas

presentan actividad anticancerigena. Otros géneros son comestibles (Borojoa) y ornamentales
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(Bouvardia, Hamelia, Ixora, Manettia, Pogonopus, Randia, Rondeletia y Warszewiczia; Bruneton,
1993).

3.2. Género Bouvardia

Bouvardia es un género de la familia de las Rubiaceae. Las diferentes especies que componen a
este género difieren en cuanto al tipo de habitat. Se establecen en lugares de tipo rocoso, laderas o
barrancas escarpadas en altitudes superiores a 500 m.s.n.m. Las condiciones ambientales en
donde se establecen varian de xérico a muy mésico (Lorence, 1999). Este género presenta
importancia econdmica por el atractivo de sus flores, y varias especies se usan como plantas

ornamentales.

Este género presenta arbustos, sufrutices o hierbas perennes inermes, terrestres, flores bisexuales
donde es frecuente el fendmeno de la heterostilia (Mendoza et al., 2004). Hojas opuestas o 3-5(6)-
verticiladas, isofilas o ligeramente anisofilas, enteras, sin domacios; nervaduras secundarias
pinnadas a palmadas (i.e., B. quinquenervata), nervadura menor no lineolada; estipulas
interpeciolares y unidas a los peciolos, angostamente triangulares, mucronadas, erguidas,
persistentes, abiertas, a veces setoso-glandulares. Inflorescencias terminales y a veces en ramitas
axilares, corimbiformes, cimosas o0 subcapitadas, paucifloras a multifloras o rara vez reducidas a
una flor solitaria, bracteadas. Flores distilas; limbo calicino profundamente 4-lobado, sin calicofilos;
corola tubular, hipocraterimorfa o infundibuliforme, verde, blanca, amarilla, anaranjada o roja, los
lobos 4, valvares, sin apéndices; estambres 4, las anteras dorsifijas, incluidas o exertas; estigmas
2, oblongos a lineares, incluidos o exertos; ovario 2-locular, los évulos numerosos, axilares pero la
placenta insertada cerca de la base del septo. Frutos en capsulas, loculicidas desde el apice luego
septicidas, subglobosas a oblatas, lateral y ligeramente comprimidas, cartdceas a coriaceas, a
veces semiinferas por la prolongacion de la porcién apical en un rostro; semillas discoides,
aplanadas y con una ala marginal membranacea. Aprox. 40 spp. Suroeste de los Estados Unidos

[Arizona, Texas] a Panama (Tropicos.org. 21 Feb 2017).
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3.3. Heterostilia

Como se menciond anteriormente la heterostilia es un polimorfismo floral en el cual las poblaciones
de plantas presentan dos o tres morfos que difieren entre si en la posicidn reciproca de los
estigmas y las anteras en las flores (Ferrero, 2009). Las especies heterostilicas a menudo exhiben
un sistema de incompatibilidad heteromoérfica (HetSl), es decir la fecundacion sélo ocurre entre
individuos de diferentes morfos. La mayoria de las especies heterostilicas también exhiben
caracteristicas micromorfologicas diferentes, como las células epidérmicas estilares o granos de
polen que difieren en el tamafio o forma entre los dos morfos (Barrett, 1992; Barrett et al., 2000).
Esta caracteristica estd controlada por un solo complejo de genes que segrega como un factor
mendeliano simple, con un alelo dominante (S) y un alelo recesivo (s) presentes en el estado
heterocigoto en plantas Thrum (Ss) y como homocigoto recesivo (ss) para plantas Pin (Matsui et
al., 2004; Webster y Gilmartin, 2006). En general, la heterostilia estimula la xenogamia y el flujo de

polen entre morfos compatibles.
3.4. Distilia

La distilia esta controlada por el super gen S que segrega como un factor mendeliano, y se ha
postulado que esta conformado por cinco genes: G (longitud del estilo), I° (incompatibilidad estilar),
I” (incompatibilidad del polen), P (tamafio del polen) y A (altura de la antera) (Ganders, 1979;
Barret, 1992; Matsui et al., 2004).

La distilia es una adaptacion encontrada principalmente en la familia Rubiaceae. Especies
tipicamente distilicas son autoincompatibles y presentan incompatibilidad intramorfo, de forma que,
la mayoria de las veces, los entrecruzamientos entre flores de morfos distintos son capaces de
producir progenie viable (Ganders, 1979; Lloyd y Webb, 1986). Ademas, comunmente se puede
encontrar una razén equilibrada entre individuos de ambos morfos florales en las poblaciones
(Ganders, 1979). La distilia (isopletia), por lo tanto, es interpretada como una estrategia que
minimiza las posibilidades de autofertilizacion, promoviendo el flujo de polen entre morfos (Figura
2).
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Figura 2. Distilia a) Morfo Thrum, b) Morfo Pin. Modificada de: Hernandez y Ornelas (2007).
3.5. Homostilia

La variacion dentro de los grupos distilicos presenta derivaciones implicadas en los sistemas
reproductivos, como la homostilia, la cual se refiere a flores con anteras y estigmas, al mismo nivel.
Este tipo de morfo, que también esta presente en B. ternifolia, es un caracter derivado de plantas
distilicas (Hamilton, 1990; Barrett, 1992). La homostilia se interpreta como el resultado de una

recombinacion del supergen S (Barrett y Richards, 1990).

Richards (1986), encontré que solamente individuos con morfo Thrum (brevistilicos heterocigotos)
pueden dar origen a individuos homostilicos. Se pueden encontrar plantas homostilicas largas,
cuando las anteras y los estigmas son largos y homostilicas cortas cuando las anteras y los
estigmas son cortos, siendo los morfos homostilicos largos mas frecuentes que los morfos
homostilicos cortos (Figura 3, Ganders, 1979; Sobrevila et al., 1983; Richards, 1986). La homostilia
puede aparecer como caracter unico de una poblacidon o, mas comunmente, dentro de una

poblacién con heterostilia, con sélo unos pocos individuos homostilicos (Hamilton, 1990).



Figura 3. Corte longitudinal de una flor homostilica larga. Se muestran los niveles de anteras y estigma
(a=anteras, e= estigma). Modificada de: Coelho y Barbosa (2003).

3.6. Teorias evolutivas sobre la distilia

Durante los ultimos 36 afos, se han propuesto tres modelos para explicar el origen evolutivo de la
heterostilia. Estos modelos se diferencian en la secuencia y en la forma en que se presentan sus
componentes. El primer modelo, propuesto por Charlesworth y Charlesworth (1979), también
nombrado como modelo de la prevencion de la autofecundacion, sugiere morfos incompatibles,
cuyas caracteristicas morfolégicas son posteriores a la evolucion de un sistema de incompatibilidad
(SI), es decir, defienden que el sistema de incompatibilidad (Sl) surge como primer paso antes de
la hercogamia, el segundo y tercer modelo, conocido como modelo de la transferencia de polen,
propuesto por Lloyd y Webb (1992) y Sakai y Toquenaga (2004), respectivamente, propone morfos
con las caracteristicas morfologicas de heterostilia bien definidas y establecidas desde las primeras
etapas de desarrollo floral, es decir que la hercogamia se origind previo al S| (Figura 4). La
evolucion de la heterostilia podria haber implicado la polinizacion preferencial entre las flores con
las dos posiciones reciprocas de las anteras y de los estigmas (Sakai y Toquenaga, 2004; Cohen
et al., 2012).



1. Modelo de prevencién de la autofecundacion
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Figura 4. Los dos principales modelos de la evolucion de la distilia. 1) Modelo de prevencion de la
fecundacion (Charlesworth y Charlesworth, 1979). 2) Modelo de transferencia de polen (Lloyd y Webb,
1992). Modificada de: Barret, (1992).

Las especies heterostilicas comunmente poseen un HetSl, el cual esta controlado por un sistema
dialélico esporofitico, que evita o reduce la autofecundacién y la cruza intramorfo (Dulberger, 1992;
Faivre, 2002). En este sistema se inhibe la germinacion y/o el crecimiento del polen de la misma
flor o de una flor del mismo morfo. Aunque varios estudios han puesto de manifiesto las diferencias
entre los morfos Pin y Thrum en varios rasgos, relacionados con la biologia pre-polinizacién, tales
como los patrones de produccion de polen, esto aun no es suficiente, pues no existen muchos
datos y estudios sobre la interaccion y el reconocimiento entre las células del polen y el pistilo,

durante esta reaccion de incompatibilidad.

Para las especies con HetSl, la mayoria de los estudios sélo indican los sitios de incompatibilidad,
y las descripciones de la reaccién de incompatibilidad se limitan a unas pocas especies de algunas
familias, como la familia Rubiaceae. Bouvardia ternifolia es una especie distilica, la cual es capaz
de producir frutos en las cruzas intramorfo y en menor proporcién de las autopolinizaciones. Coello-
Coutifio y colaboradores (1984), realizaron cruzas experimentales legitimas intermorfo e ilegitimas
intramorfo y autopolinizaciones en plantas de B. ternifolia, obteniendo que el porcentaje de frutos



de las cruzas intermorfo fue muy alto en comparacion con las cruzas ilegitimas intramorfo y las
autopolinizaciones donde el porcentaje de frutos de los experimentos fue bajo. Esto indica que el
sistema de incompatibilidad no es muy eficiente y que la principal estrategia reproductiva de B.
ternifolia es la fecundacion cruzada, evitando de esta manera la endogamia (Coello-Coutifio et al.,
1984; Lopez, 2007).

B. ternifolia presenta un sistema de incompatibilidad en el cual no solo genera diferencias en el
grano de polen, sino también en las papilas estigmaticas, las cuales estan intimamente
involucradas en el sistema de reconocimiento. La fase de interaccion polen-pistilo en la que se
encuentren es diferente para las polinizaciones legitimas e ilegitimas, determinando que el sistema

de incompatibilidad heteromorfico se activa estrictamente en etapas avanzadas (Romero, 2013).

3.7. Polimorfismos

Los taxones con heterostila muestran una serie de caracteres que permiten la discriminacion entre
los pistilos y estambres. Ademas de la posicidn reciproca de los 6rganos sexuales, en las especies
distilicas existen una serie de caracteres que se encuentran ligados a las distintas posiciones de
las anteras y los estigmas de cada uno de los morfos y que son muy variables, los cuales son
conocidos como polimorfismos (Ganders, 1979; Sobrevila et al., 1983; Dulberger, 1992; Richard y
Koptur, 1993; Hernandez, 2006). Entre estos polimorfismos, se encuentra el tamafio de las anteras,
del polen, su produccion, forma, color y la escultura de la exina que los recubre, asi como el
tamano, el color y la forma del estigma, el tamano de las papilas estigmaticas, su forma e inclusive
su composicion, asi como la longitud del estilo estan controlados por genes designados como A, P
y G, respectivamente, los cuales estan estrechamente vinculados con el supergen S, conocido
como supergen S. La evidencia sugiere que estos genes se encuentran muy cerca del centrémero
y que a mayor distancia entre el locus y el centromero se incrementan las probabilidades de
recombinacion (Dulberger, 1992; Faivre y McDade, 2001; Romero, 2013; Webster y Gilmartin,
2006).
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3.8. Determinacion de la distilia
3.8.1. Vias de diferenciacion del pistilo

En la familia Rubiaceae se han propuesto al menos dos vias de desarrollo para las diferencias de
alturas del pistilo entre flores Pin y Thrum (Figura 4). Las vias son: (1) En Psychotria poeppigiana
Mull. Arg. y P. chiapensis Standl. las diferencias en los pistilos entre flores Pin y Thrum son el
resultado de las diferencias estructurales desarrolladas en etapas tempranas y mantenidas a lo
largo del desarrollo (Faivre, 2000) y (2) en B. ternifolia y Hedyotis salzmannii (DC.) Steud. la
divergencia de las alturas del pistilo entre morfos ocurre en etapas tardias durante la elongacién del
botdn floral (Faivre, 2000; Riveros et al., 1995; Richards y Barrett, 1992).

3.8.2. Vias de diferenciacion de la antera

El desarrollo del androceo en la familia Rubiaceae, en el que los estambres son tipicamente
epipétalos, las diferencias en la altura de la antera pueden ser el resultado de al menos tres vias de
desarrollo, las cuales son: (1) diferencias en las tasas de crecimiento en las primeras etapas de
desarrollo de floral (Riveros et al., 1995; Richards y Barrett, 1992), (2) diferencias minimas en el
alargamiento de los filamentos durante todo el desarrollo del boton, que resulta en las diferencias
de la altura de la antera entre los morfos florales (Faivre, 2000) y (3) las diferencias entre los
morfos son debido a los cambios de desarrollo tardio de las tasas de crecimiento, asi como
diferencias en la cantidad de crecimiento del botén en cada uno de los morfos (Richards y Barrett,
1992).

3.9. Determinacién de la distilia a nivel celular

Existen pocos trabajos que abordan el establecimiento de la distilia a nivel celular. En un estudio
comparativo floral en Lithospermum, (Boraginaceae; Cohen et al., 2012), género que presenta
especies tanto homostilicas como heterostilicas, encontraron que la longitud de las células
epidérmicas del tubo de la corola incrementa de una manera lineal tanto de la parte alta como de la
parte baja en ambos casos; asi como que las tasas de crecimiento de las células epidérmicas del
tubo de la corola, tanto de la parte alta como la parte baja, no son significativamente diferentes
entre especies heterostilicas. A su vez, los patrones de desarrollo de las células epidérmicas
estilares difieren entre flores heterostilicas y homostilicas y los cambios del desarrollo que afectan a
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las posiciones de los estigmas y de las anteras de cada morfo, probablemente obedecen a

modificaciones temporales o espaciales de la funcién del gen correspondiente (Cohen et al., 2012).

Un analisis del desarrollo de la flor en etapas tardias, en Primula vulgaris (Primulaceae), revelé que
la forma de la célula y el tamafio dentro del tubo de la corola muestran que un mecanismo diferente
media la elevacion de las anteras entre los morfos Pin y Thrum. Este estudio también revel6 que
las células del tubo de la corola superior, en flores Thrum, son mas anchas que las de las flores Pin
y que esta diferencia, en cuanto al tamafio celular, influye en el ancho de la corola (Webster y
Gilmartin, 2006).

En un estudio morfométrico, Hernandez (2014), aborda la diferenciacién a lo largo del desarrollo
floral, en los morfos de Bouvardia ternifolia. Sus resultados revelaron que existe un crecimiento
homomorfico en los caracteres sexuales femeninos y masculinos en los tres tipos florales (Pin,
Thrum y homostilicas), y que la hercogamia surge en las etapas posteriores del desarrollo floral,
siendo la parte femenina la primera en diferenciarse y posteriormente la masculina. En cuanto a las
homostilicas se vio que las trayectorias de crecimiento de los 6rganos sexuales no mostraron una
variacion, es decir, este tipo de morfo no presenté hercogamia (Hernandez, 2014). Sin embargo,
falta determinar el patron de desarrollo celular. Lloyd y Webb (1992), proponen a la hercogamia de
aproximacion como precursor evolutivo de la heterostilia. El trabajo de Hernandez (2014) lo
sustenta, pues la hercogamia surge inicialmente en rasgos femeninos y posteriormente en los

masculinos, manteniéndose hasta la etapa de antesis.

12



IV. Objetivos
4.1. Objetivo general

Determinar si el establecimiento de los morfos florales en Bouvardia ternifolia (Rubiaceae) se debe
a un mayor numero celular y/o a un mayor tamafo de las células de la epidermis interna de la

corola y de la epidermis del estilo.
4.2. Objetivos particulares

Conocer el tamafo y numero de células presentes en la epidermis interna de la corola, en

diferentes etapas del desarrollo floral de los morfos Pin, Thrum y flores homostilicas de B. ternifolia.

Conocer el tamafio y numero de células presentes en la epidermis del estilo de los morfos Pin,

Thrum y flores homostilicas, en diferentes etapas del desarrollo floral de B. ternifolia.

Relacionar los cambios celulares presentes en cada etapa del desarrollo floral con el

establecimiento de la distilia.
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V. Materiales y métodos
5.1. Especie de estudio: Bouvardia ternifolia (Rubiaceae)

Bouvardia ternifolia (Figura 5), perteneciente a la familia Rubiaceae, presenta una heterostilia
dimorfica, con individuos Pin y Thrum. En ambos casos, los estambres se encuentran adnados a la
corola. En las poblaciones de B. ternifolia es posible encontrar también individuos homostilicos,

aunque la proporcién de estos es muy baja (Richard y Koptur, 1993; Faivre, 2000).

a) b)
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Figura 5. Bouvardia ternifolia a) Morfo Pin, b) Morfo Thrum, c) Flores homostilicas. En cada morfo se

muestra la posicion final que ocupa el pistilo y las anteras para la etapa de antesis.

B. ternifolia es originaria de Mesoamérica (Figura 6), se localiza en bosques de pino-encino,
matorral xerdéfilo y pastizales, pero preferentemente en lugares perturbados, desde el sureste de
Texas, Nuevo México y Arizona en Estados Unidos, hasta Oaxaca y Veracruz en México; en el
Valle de México se distribuye, en altitudes de 2250 a 3000 msnm (Calderén y Rzedowski, 2001). Es
una planta herbacea perenne, de 0,3 a 1,5 m de altura; presenta ramas papiloso-hopidulas, con 3 a
4 hojas por nudo, por lo comun verticiladas, cortamente pecioladas, eliptico-lanceolares, con base
atenuada y borde entero (Ortiz y Vargas, 2008); estipulas y peciolos pequenos; flor actinomorfa,
tubular, color salmén, rojo, naranja-rojo o escarlata (Blackwell, 1968), con pelos papilosos blancos
con los apices rojos, sus flores duran abiertas de 4 a 5 dias, siendo receptiva, desde el primer dia
de la apertura. Las inflorescencias son generalmente una cima terminal, de 3 a 40 flores; su fruto
es de tipo capsula. EI nombre espanol, trompetilla, se refiere a la forma de las corolas. Esta

especie se caracteriza porque es principalmente polinizada por los colibries Amazilia beryllina e
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Hylocharys leucoti. Ocasionalmente, se han observado otras especies como Cynanthus latirostris,
Eugenes fulgens, Lampornis clemenciae, Calothorax lucifer, Tilmatura dupontii (Arizmendi et al.,
1994). En mucho menor proporcién, B. ternifolia es polinizada por la mariposa Phoebis sennae
(Coello-Coutifio et al., 1984). En cuanto a su fenologia, esta especie florece de julio a septiembre y
fructifica de octubre a noviembre (Rzedowski y Rzedowski, 1985; Faivre, 2000; Hernandez, 2006;
Torres et al., 2008).

vardia ternifolia

Figura 6. Distribucion geografica de Bouvardia ternifolia.

5.2. Zona de estudio

El estudio se realizé en la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel (REPSA), ubicada al
suroeste de la Ciudad de México, dentro del campus de Ciudad Universitaria (19°18°21”-19°20°11”
N y 99°10'157-99°12’4” O), a una altitud de 2250 a 2600 msnm., en la delegacion Coyoacan
(Figura 7). EIl area de la reserva es de 146.8 ha; dicha localidad presenta un clima templado
subhumedo con lluvias en verano [Cb (w1) w]. Su temperatura media anual es de 15.6 °C y su
precipitacion media anual es de 833 mm. La vegetacion corresponde a matorral xerofilo,
heterogéneo, con grandes diferencias en su estructura floristica, constituido, principalmente, por un
estrato herbaceo bien desarrollado, un arbustivo y pocos elementos arbéreos. Las herbaceas

representan la forma de crecimiento mas abundante (77 %), mientras que los arbustos y los
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arboles representan un porcentaje minoritario (23%). La especie dominante y mas tipica del estrato
arbustivo es Senecio praecox. En la REPSA se pueden observar dos temporadas de floracion bien
definidas: (a) la seca, que comprende los meses de noviembre a mayo; y (b) la de lluvias, que
abarca los meses de junio a octubre. El tipo de sustrato es de roca basaltica, relativamente
reciente, originaria de la erupcion del volcan Xitle, hace aproximadamente 1670 afios. La cobertura
de suelo es escasa, de tipo edlico y poco profundo (Rzedowski, 2006; Lopez, 2007).

L : | _ g
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Figura 7. Plano con el poligono oficial de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel, Ciudad

Universitaria, UNAM. Ciudad de México. La flecha indica la zona de colecta.
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5.3. Colectay separacion de muestras

La colecta de botones florales se realizé de julio a agosto de 2014, en la REPSA. Se colectaron
tres botones florales por etapa de desarrollo, contemplando seis etapas (etapa 4 a 9) con una
N=54, siendo 18 botones florales para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas; Tabla 1).
Para este estudio se trabajo a partir de la etapa cuatro, ya que a partir de esta etapa, tanto la parte
baja como alta de la corola se encuentran bien marcadas y definidas, ademas de que el pistilo y el
filamento de la antera presentan una buena longitud para su manipulacion, estos dos aspectos

fueron muy importantes para la toma de las fotomicrografias.

Las clases (K) se determinaron por medio de la formula de Sturges (1926):

K=1+3,322*log(n)

Dénde:

K=numero de clases

Log= logaritmo en base 10

n= numero de observaciones en la muestra o poblacion.

Una vez definido el nimero de clases, el siguiente paso fue calcular el ancho de clase preliminar
(Cp). La Cp se calcula dividiendo el rango entre K, o sea:

Cp= rango/K= (valor maximo-valor minimo)/K
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Tabla 1. Etapas de desarrollo para los tres morfos de acuerdo al tamaio del botén

Morfo Pin, Thrum, homostilicas

Etapa Tamafio (mm)
0.01-2.15
2.16-4.31
4.32--6.46
6.47-8.61
8.62-12.91

12.92-15.06

15.07-17.21
17.22-19.36
19.37-21.51

0 N OO g A WON =

©
*

N=54. Para el morfo Pin corresponden 18 individuos, Thrum 18 y homostilicas 18. Para cada etapa de cada
morfo (Pin, Thrum y homostilicas) se midieron 60 células, de las cuales 30 correspondieron a la parte baja 'y
30 a la parte alta de la corola, con tres repeticiones por etapa. * Etapa antesis. Para este estudio se trabajé a

partir de la etapa 4.
5.4. Aclarado de muestras

Las muestras colectadas se fijaron en FAA (formol, acido acético, alcohol etilico y agua, en una
proporcion de 1:0.5:5:3.5). Después de unos dias de fijacidon, las muestras se lavaron tres veces

con amortiguador de fosfatos (PBS), por cinco minutos, para retirar el exceso de fijador.

Una vez lavadas las muestras, se procedié a disectar para extraer lo siguiente: una parte de corola
con dos anteras y el pistilo (Figura 8 y 9), para posteriormente colocar las partes en una solucién
de aclarado (Glicerol al 30% y Dimetil Sulféxido-DMSO al 2%). Las muestras permanecieron en la

solucién de aclarado por al menos tres semanas.
5.5. Observacion al microscopio

Para la observacion al microscopio optico, las muestras se montaron en un portaobjetos con medio
de montaje Nal (Nal 4.2M, Na;S,03 8mM, glicerol al 65% y DMSO al 2%) y se cubrieron con un

cubreobjetos.
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5.6. Fotomicrografias

Las fotomicrografias se tomaron con un microscopio éptico Olympus BX51. En el caso de la corola
con las dos anteras, se tomaron seis fotografias por etapa, ya que la corola se dividié en dos
partes, las cuales corresponden a la parte baja y a la parte alta, respectivamente, debido a que el
filamento de la antera se encuentra adnado a la corola y se ha visto que ésta es la que determina la
altura final de la misma (Figura 8). Por lo tanto, de cada parte se tomaron tres fotomicrografias para
cada una de las etapas, de cada uno de los morfos, con un total de 108 fotomicrografias por morfo.
Las fotomicrografias fueron procesadas con el programa Image Pro Plus 7, para posteriormente

medir y contabilizar el numero de células presentes.

Parte alta

E—— 2

Parte baja

TE et A
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Figura 8. Se muestran las dos zonas (parte baja y parte alta) de la corola. Las lineas indican las zonas

de obtuvieron las seis fotomicrografias.

Para el caso del pistilo, se tomaron tres fotomicrografias de tres zonas diferentes del estilo,
designadas como parte baja (PB), parte media (PM) y parte alta (PA), respectivamente (Figura 9),
por lo que se tomaron un total de 54 fotomicrografias del estilo por morfo, ya que para cada etapa

se hicieron tres repeticiones, al igual que con la corola.
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Figura 9. Se muestra las tres zonas (PB, PM y PA) de donde se obtuvieron las fotomicrografias del estilo.

Se midio la longitud y el ancho de 10 y 15 células epidérmicas por fotomicrografia para la corola y
el estilo, respectivamente, para la determinacidén del cambio celular presente en cada una de las
etapas de cada uno de los morfos. Para calcular la cantidad de células presentes en la corola y el
estilo, se dibujé una linea de (700 um) por fotomicrografia y se procedié a contar el nimero de
células presentes en la misma, para, posteriormente, con una regla de tres, calcular la cantidad

total de células de cada zona, para cada uno de los érganos florales (corola y estilo).
5.7. Estadistica

Con el programa Prisma 5, se realizd la prueba estadistica de Kolmogérov-Smirnov (K-S), para
saber si los datos presentaban una distribucion normal, ademas se realiz6 la prueba de
homosedasticidad, esto para determinar si los datos cumplian las caracteristicas para realizar la
prueba de ANOVA. Para estimar y comparar la variacion del largo y ancho de las células, asi como

su numero, se realizo la prueba post-hoc de Tukey.

Para cada etapa de cada morfo, se obtuvo el promedio, y mediante el analisis de ANOVA se
compard el tamano (largo y ancho) y el numero celular para determinar las diferencias
estadisticamente significativas entre las etapas y entre los tres morfos (Pin, Thrum y homostilicas),
de cada una de las partes de la corola y del estilo.
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VI. Resultados

6.1. Longitud de las células de la corola

Existen diferencias en la elongacion de las células epidérmicas del tubo de la corola de la parte alta

y baja en cada uno de los morfos Pin, Thrum y homostilicas.

6.1.1. Longitud de las células de la corola morfo Pin

Para el caso del morfo Pin, las células de la parte baja de la corola en las etapas 5
(218.15£47.8um), y 6 (303.53+79.2 um), aumentan en longitud, manteniendo su tamano constante
desde la etapa 7 hasta la 9, en un intervalo que va de 367.08 a 385.80 um (Figuras 10y 13). En la
parte alta de la corola, en el morfo Pin, las células aumentan constante y paulatinamente en
longitud a partir de la etapa 5 (131.26+34.87 um) hasta la 8 (188.82+42.38 um), pero no es hasta la
etapa 9 cuando las células alcanzan la mayor longitud (291.0£69.41 um; Figuras 10 y 14).
Comparando las células de la parte baja y de la parte alta del morfo Pin, en todas las etapas, las
células de la parte baja son significativamente mas largas que las células de la parte alta (p<0.05;
Figuras 10y 17).

6.1.2. Ancho de las células de la corola morfo Pin

El ancho de las células de la parte baja no varia a lo largo de las etapas, manteniendo un intervalo
de 41.47 a 45.15 um (Tabla 1 del apéndice). Ocurre lo mismo para el ancho de las células de la
parte alta, ya que es similar en todas las etapas, presentando un intervalo de 56.35 a 59.17 um
(Tabla 1 del apéndice).

El ancho de las células es significativamente mayor en la parte alta que en la parte baja de la

corola (p<0.05; Figura 10, Tabla 1 del apéndice).
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Etapa 4 5 6 7 8 9

Parte alta

Parte baja

Figuras
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PIN
Figura 10. Células de la parte alta y parte baja de la corola del morfo Pin. Panel superior:
células de la parte alta. Panel inferior: células de la parte baja. Escala =100um. Se puede observar
un cambio en la longitud de las células de la parte baja y alta de la corola conforme va aumentando
la etapa de desarrollo. Las células de la parte baja son de mayor longitud en comparacion con las

células epidérmicas de la parte alta de la corola.

6.1.3. Longitud de las células de la corola morfo Thrum

En el morfo Thrum (Figura 11), las células de la parte baja comienzan el proceso de elongacién
celular a partir de la etapa 5 (261.22+58.54 um), aunque la elongacién es mayor desde la etapa 7
(342.6+£82.07 pum) hasta la 9 (437.46+106.65 um; Figuras 11 y 13). En la parte alta, el cambio
celular mas evidente ocurrio en la etapa 6 (137.64+£25.68 um), en donde las células isodiamétricas
de las etapas anteriores han cambiado y son mas largas y anchas. La longitud de las células de la
parte alta se mantiene constante desde la etapa 7 (163.44+34.96 um) hasta la 9 (182.15+49.85 um;

11 y 14). Las células de la parte baja de la corola alcanzan longitudes significativamente

mas altas en comparacion con las células de la parte alta (p<0.05), en todas las etapas, con

excepcion de la etapa 4, donde su tamario es similar (Figura 18).
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6.1.4. Ancho de las células de la corola morfo Thrum

El ancho de las células de la parte baja de la corola, es constante y similar (p>0.05) en todas las
etapas, manteniéndose en un intervalo de 37.97 a 46.04 um, por otra parte el ancho de las células
de la parte alta es similar (p>0.05), manteniéndose en un intervalo de 55.8 a 66.55 um, siendo
mayor en comparaciéon con el ancho de las células de la parte baja de la corola (p<0.05; Figura 11,

tabla 1 del apéndice).

Parte alta

Parte baja

1“ 'gu :

;-.‘1 Plﬁn A imu.

Figura 11. Células de la parte alta y parte baja de la corola del morfo Thrum. Panel superior:
células de la parte alta. Panel inferior: células de la parte baja. Escala =100um. Se puede observar
un cambio en la longitud de las células epidémicas de la parte baja y alta de la corola conforme va

aumentando la etapa de desarrollo. Las células de la parte baja son de mayor longitud en

comparacion con las células epidérmicas de la parte alta de la corola.
6.1.5. Longitud de las células de la corola de las flores homostilicas

En el caso del morfo homostilico hay un aumento de crecimiento en longitud de las células de la
parte baja de la corola desde la etapa 7 (335.86+72.36 um) hasta la etapa 9 (539.22+100.8 um;
Figuras 12 y 13). Para el caso de la parte alta de la corola, la etapa 7 presenta células mas largas

(160.31£50.0 um) en comparacién con las etapas anteriores. Este crecimiento continia hasta la

etapa 9 (227.53+62.77 um; Figuras 12 y 14).

23



El comportamiento en cuanto al largo de las células de la parte baja y alta de la corola sigue el
mismo patron que en los dos morfos anteriores, ya que las células de la parte baja alcanzan
longitudes significativamente mas altas (133.97-539.22 um), en comparacion con la longitud de las

células de la parte alta de la corola (94.08-227.53 um, p<0.05; Figura 19).

6.1.6. Ancho de las células de la corola de las flores homostilicas

El ancho de las células de la parte baja de la corola, se mantiene de la etapa 4 a la 8, en un
intervalo de 36.82 a 42.73 um, ya que en la etapa 9 es evidente que las células aumentan en ancho
tanto en la parte baja (48.848.45 um) como en la parte alta de la corola (73.37£9.16 um; Figuras
12, 15 y 16). El ancho de las células en las flores homostilicas en etapa 4 es significativamente
mayor en la parte alta (51.04-73.37 um) que en la parte baja de la corola (36.82-48.8 um, p<0.05;

tabla 1 del apéndice).

Parte alta

Parte baja

HOMOSTILICAS

Figura 12. Células de la parte alta y parte baja de la corola de las flores homostilicas. Panel superior:
células de la parte alta. Panel inferior: células de la parte baja. Escala =100um. Se puede observar un
cambio en la longitud de las células epidémicas de la parte baja y alta de la corola conforme va aumentando
la etapa de desarrollo. Las células de la parte baja son de mayor longitud en comparacion con las células
epidérmicas de la parte alta de la corola.
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La comparacion de la longitud de las células de la parte baja, en las 6 diferentes etapas (4 a 9),
muestra que la longitud de las células de la parte baja de los tres morfos Pin (137.62+23.0 um),
Thrum (116.82+24.6 um) y homostilicas (133.97+28.03 um) no difieren en la etapa 4 (p>0.05), pero
si lo hacen a partir de la etapa 5 (F216.0, Pin 218.15+47.8 um, Thrum 261.22+58.54 um y homostilica
206.84+37.08 um) en donde el morfo Thrum presenta células de mayor longitud, en comparacion
con los otros dos morfos, aunque ya para la etapa 9 la elongacion de las células de la parte baja en
flores homostilicas es significativamente mayor (539.22+100.8 um, p<0.001), seguido del morfo
Thrum (437.46+106.65 um, p<0.001) y por ultimo el morfo Pin (385.80+£106.4 um, p<0.001; Figura
13, tablas a1, b1, c1 del apéndice). Esta diferencia estda dada por la posicidn que ocupan las

anteras dentro de la flor.

Por otra parte, la longitud de las células de la parte alta de la corola es similar para los tres morfos
desde la etapa 4 hasta la 7; sin embargo, en la etapa 9 hay un crecimiento mayor de las células del
morfo Pin (291.00£69.41 um, p<0.001) con respecto a las células de Thrum (182.15£49.85 um) y
homostilicas (227.53+62.77 um). En la etapa 9, las células de las flores homostilicas presentan una
mayor longitud en comparacién con Thrum (Fi228, Thrum 182.15+49.85 pum, homostilicas

227.53+62.77 um, p<0.001; Figura 14, tabla 1 del apéndice, tablas a2, b2, c2 del apéndice).

Longitud de las células de la corola PB

700 -
600 - c
C ab
= 500 -
2 b .
400 -
3 c mPIN
& 300 - a I
N THRUM
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100 -
0
4 5 6 7 8 9
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Figura 13. Gréafica de los promedios y desviacion estandar de la longitud de las células de la parte
baja de la corola para cada morfo (Pin, Thrum y homostilicas). Las barras verticales, indican £ una
desviacion estandar. P# T= a; P# H= b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas P<0.001;

F216.0)-
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Longitud de las células de la corola PA
400 - ab
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200 A w H PIN
150 - I I T { THRUM
100 - I ® HOMOSTILICAS
50 -

Longitud (pu)

Figura 14. Grafica de los promedios y desviacién estandar de la longitud de las células de la parte
alta de la corola para cada morfo (Pin, Thrum y homostilicas). Las barras verticales, indican + una
desviacion estandar. P# T= a; P# H= b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas P<0.001;

F122.8)-

En cuanto al ancho de las células de la parte baja, no hay diferencias marcadas entre los morfos,
ya que en promedio el ancho de las células de la parte baja de cada una de las etapas de los tres
morfos es similar (p>0.05, F479s, Figura 15, tablas a3, b3, c3 del apéndice). Con excepcion de la
etapa 9, en donde las flores homostilicas (48.8+£8.45 um) presentan para esta etapa células

significativamente mas anchas, en comparacion con el morfo Pin (45.15+7.26 um, p<0.05).
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Figura 15. Gréfica de los promedios y desviacion estandar del ancho de las células de la parte baja
de la corola para cada morfo (Pin, Thrum y homostilicas). Las barras verticales, indican £ una

desviacion estandar. P# T= a; P# H=b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas P<0.001;
F17.98).

El ancho de las células de la parte alta no presenta diferencias significativas desde la etapa 5 hasta
la 6, para los tres morfos. En la etapa 7, Thrum presenta las células significativamente mas anchas
que los otros dos morfos (Fssg2, Thrum 63.13+6.51 um, Pin 58.82+5.71 um y homostilicas
59.41+7.57 um; p<0.01, p<0.05 respectivamente), pero para la etapa 9, las células de las flores
homostilicas presentan los valores mayores, seguida del morfo Thrum y Pin (homostilica
73.37£9.16 um, Thrum 66.55+5.82 ym y Pin 59.17+8.49 um; p<0.001; Figura 16, tabla 1 del

apéndice; tablas a4, b4, c4 del apéndice).
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Figura 16. Grafica del promedio y desviacion estandar del ancho de las células de la parte alta de la
corola para cada morfos (Pin, Thrum y homostilicas). Las barras verticales, indican + una desviacién

estandar. P# T= a; P# H= b; T# H = c *(Diferencias estadisticamente significativas p<0.001; F45.9,).

Para los tres morfos florales existe un patrén similar en el crecimiento, pues en todos los casos las
células son mas largas en la parte baja de la corola (Figura 17 a 19). Las flores homostilicas, en
flores en antesis (etapa 9), es quien presenta las células mas largas en la parte baja de la corola,
seguido del morfo Thrum y finalmente del morfo Pin (homostilica 539.22+100.8 um, Thrum
437.46+106.65 um y Pin 385.41£106.4 um, F2160, p<0.001; Figura 13). En la parte alta de la
corola, las células de mayor longitud las presenta el morfo Pin, seguido de las flores homostilicas y
finalmente de Thrum (Pin 291.00+£69.41 um, homostilica 227.53+62.77 um y Thrum 182.15+49.85
um, F122, p<0.001; Figura 14).

En lo referente al ancho celular, la parte alta tiene células mas anchas en comparacién con las
células de la parte baja de la corola (Tabla 1 del apéndice). Las flores homostilicas para la etapa de
antesis presentan células mas anchas, tanto para la parte baja como alta, seguidas del morfo

Thrum y Pin (Figuras15 y 16; tabla 1 del apéndice).
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Figura 17. Grafica del largo de las células de la parte alta 'y parte baja de la corola morfo Pin. PB=
Parte baja y PB= Parte alta. Las barras verticales, indican £ una desviacion estandar. El * marca las

diferencias estadisticamente significativas p<0.05 entre PB y PA

THRUM
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Figura 18. Grafica del largo de las células de la parte alta y parte baja de la corola morfo Thrum. PB=
Parte baja y PA= Parte alta. Las barras verticales, indican + una desviacion estandar. El * indica las
diferencias estadisticamente significativas p<0.05 entre PB y PA.
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Figura 19. Grafica del largo de las células de la parte alta y parte baja de la corola de las flores

homostilicas. PB= Parte baja y PA= Parte alta. Las barras verticales, indican + una desviacién estandar.

El * indica las diferencias estadisticamente significativas p<0.05 entre PB y PA.

6.1.7. Forma de las células de la corola

La forma de las células tanto de la parte baja como de la parte alta de la corola sigue un mismo
patrén para cada uno de los morfos y cada una de las etapas, ya que, la parte baja esta constituida

por células rectangulares mientras que la parte alta de la corola esta constituida por células de

forma isodiamétrica.
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6.2. Longitud y ancho de las células del estilo

Existen diferencias en la elongacion de las células epidérmicas del estilo correspondientes a la

parte baja, media y alta en cada uno de los morfos: Pin, Thrum y flores homostilicas.

6.2.1. Longitud de las células del estilo morfo Pin

En el morfo Pin, las células de la parte baja del estilo mantienen un crecimiento en longitud
constante desde la etapa 4 hasta la 8, en un intervalo de 49.55 a 71.04 um, para la etapa de
antesis (etapa 9) las células alcanzan la longitud de 81.90+6.17 um (Figuras 20 y 21, tabla 3 del
apeéndice). En la parte media del estilo las células aumentan paulatinamente en longitud desde la
etapa 4 a la 7, manteniéndose en un intervalo de 62.37 a 99.11 um, ya para la etapa 8
(142.3£12.67 um) y 9 (150.3£7.33 pum), las células alcanzan las longitudes significativamente
mayores en comparacion con las células de la parte baja (p<0.05). La longitud de las células de la
parte alta del estilo en el morfo Pin, aumenta constante y paulatinamente en longitud a partir de la
etapa 6 (68.04£2.59 um), pero no es hasta la etapa 9 (antesis) cuando las células alcanzan la

mayor longitud (79.81+2.99 um, Figuras 20 y 21).
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Figura 20. Células de la parte baja, media y alta del estilo del morfo Pin. Panel superior: células de la

parte alta. Panel intermedio: células de la parte media. Panel inferior: células de la parte baja. Escala
=100um. Las células epidérmicas de las tres zonas del estilo aumentan en longitud mientras va aumentando

la etapa de desarrollo del botdn floral. El ancho celular se mantiene para las tres zonas.
Comparando la longitud de las células epidérmicas del estilo de la parte baja, media y alta del

morfo Pin, en todas las etapas, las células de la parte baja y alta son significativamente de menor

longitud que las células epidérmicas de la parte media del estilo (p<0.05; Figura 21).
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Figura 21. Grafica de lalongitud de las células de la parte baja, media y parte alta del estilo para el
morfo Pin. PB= Parte baja, PM= Parte media y PA= Parte alta. Las barras verticales, indican + una

desviacion estandar. El * indica las diferencias estadisticamente significativas p<0.05 entre PB, PM y PA.

6.2.2. Ancho de las células del estilo morfo Pin

Con respecto al ancho de las células de la parte baja del estilo, éste no varia a lo largo de las
etapas, manteniendo un intervalo de 15.06 a 15.54 um (Figura 21, tabla 4 del apéndice). Lo mismo
ocurre para el ancho de las células epidérmicas de la parte media y alta del estilo, el cual no varia
manteniéndose en un intervalo de 14.83 a 15.49 um y 15.09 a 15.66 um, respectivamente. El ancho

de las células no difiere entre zonas para la etapa de antesis (p>0.05, Figura 20, tabla 4 del

apéndice).

6.2.3. Longitud de las células del estilo morfo Thrum

En el morfo Thrum (Figura 22), las células de la parte baja del estilo comienzan el proceso de
elongacion celular a partir de la etapa 5 (47.06+1.97 um), aunque la elongacion es mayor desde la
etapa 7 (65.4214.69 um) hasta la 9 (85.70+6.73 um; Figuras 22 y 23). En la parte media, el cambio

celular mas evidente ocurre en la etapa 6, en donde las células que en etapas anteriores eran

33



cortas (59.37+7.34 um) para esta etapa son ligeramente mas largas (87.61+4.80 um). La longitud
de las células epidérmicas de la parte media del estilo aumenta de manera constante desde las
primeras etapas hasta la etapa de antesis, cuando las células alcanzan una longitud mayor
(157.7+£10.66 um; Figuras 22 y 23). Las células de la parte alta del estilo aumentan ligeramente en
longitud, a partir de la etapa 5 (62.54+3.80 um), para la etapa de antesis las células alcanzan

mayores longitudes (89.14+3.89 um).
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Figura 22. Células de la parte baja, media y alta del estilo del morfo Thrum. Panel superior: células de

la parte alta. Panel intermedio: células de la parte media. Panel inferior: células de la parte baja. Escala
=100um. Las células epidérmicas de las tres zonas del estilo aumentan en longitud mientras va aumentando

la etapa de desarrollo del botén floral. El ancho celular se mantiene para las tres zonas.

Comparando la longitud de las células del estilo, de las tres zonas, se puede ver que al igual que el
morfo Pin, en el morfo Thrum, no existen diferencias significativas para la etapa de antesis en

cuanto a la longitud de las células de la parte baja y alta (p>0.05, Figura 23); sin embargo, la
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longitud de la parte media del estilo, para esta etapa, es significativamente mayor en comparacion
con la parte baja y la parte alta del estilo (p<0.05, Figura 23).
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Figura 23. Grafica de lalongitud de las células de cada una de las etapas de la parte baja, mediay
parte alta del estilo para el morfo Thrum. PB= Parte baja, PM= Parte media y PA= Parte alta. Las
barras verticales, indican + una desviacion estandar. El * indica las diferencias estadisticamente
significativas p<0.05 entre PB, PM y PA.

6.2.4. Ancho de las células del estilo morfo Thrum

El ancho de las células de la parte baja y media no varia para la etapa de antesis, mientras que el
ancho de las células de la parte alta para esta etapa es ligeramente mayor (parte baja 15.54+0.25

um, parte media 15.16+0.58 um y parte alta 16.39+0.34 um; Figura 22, tabla 4 del apéndice).

6.2.5. Longitud de las células del estilo de flores homostilicas

En el caso de las flores homostilicas, se puede observar que hay un aumento de crecimiento en
longitud de las células de la parte baja del estilo, desde la etapa 6 (78.87+4.60 um) hasta la etapa 9

(182.5£7.91 um; Figuras 24 y 25), donde las células epidérmicas son para esta etapa de mayor
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longitud en comparacion con las etapas anteriores. Para el caso de la parte media del estilo, el
proceso de elongacion celular comienza a partir de la etapa 5 (68.68+4.60 um). Este crecimiento
continua hasta la etapa 9 (172.1+£6.69 um), la cual presenta células mas largas en comparacion con
las etapas anteriores (Figura 25). Por otra parte, las células epidérmicas de la parte alta del estilo
comienzan a elongarse a partir de la etapa 5 (70.1814.08 um), presentando un crecimiento

constante desde la etapa 6 (79.25+5.89 um) hasta la etapa de antesis (92.69+3.21 um; Figura 25).
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Figura 24. Células de la parte baja, media y alta del estilo de las flores homostilicas. Panel superior:

células de la parte alta. Panel intermedio: células de la parte media. Panel inferior: células de la parte baja.
Escala=100um. Las células epidérmicas de las tres zonas del estilo aumentan en longitud mientras va
aumentando la etapa de desarrollo del botén floral. El ancho celular se mantiene para las tres zonas.

El comportamiento en cuanto a la longitud de las células de la parte baja, media y alta del estilo
sigue un patron diferente que en los dos morfos anteriores (Pin 'y Thrum), ya que, las células de la
parte baja alcanzan longitudes mas altas, seguidas de la parte media y por ultimo de la parte alta
(P<0.05; Figura 25).
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Figura 25. Gréafica de la longitud de las células de cada una de las etapas de la parte baja, mediay
parte alta del estilo para las flores homostilicas. PB= Parte baja, PM= Parte media y PA= Parte alta.
Las barras verticales, indican + una desviacion estandar. El * indica las diferencias estadisticamente
significativas p<0.05 entre PB, PM y PA.

6.2.6. Ancho de las células del estilo de flores homostilicas

El ancho de las células de la parte baja, media y alta de las flores homostilicas no varia entre zonas
para la etapa de antesis (parte baja 15.87+0.36 um, parte media 15.25£0.39 um y parte alta
15.28+0.33 um; Figura 24, tabla 4 del apéndice).

La comparacion de la longitud de las células de la parte baja del estilo entre los morfos, en las 6
diferentes etapas (4 a 9) muestra que la longitud de las células de la parte baja entre el morfo Pin y
las flores homostilicas no difieren en la etapa 4 (Pin 49.55+53.56 um, homostilicas 53.56+7.88 um)
y 5 (Pin 56.61+£3.52 um, homostilicas 55.08+3.22 um), pero si lo hacen a partir de la etapa 6 (F130,
Pin 62.04+1.51 um, homostilica 78.87+4.60 um; p<0.001, tabla a7, b7, c7 del apéndice) en donde

las flores homostilicas presentan células de mayor longitud en comparacién con el morfo Pin, ya
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para la etapa de antesis (etapa 9), la elongacion de las células de la parte baja en flores
homostilicas es significativamente mayor (182.5+7.91 um, p<0.001), seguido del morfo Thrum
(85.70+6.73 um) y por ultimo el morfo Pin (81.90+6.17 um; Figura 26, tabla 3 del apéndice, tablas
a7, b7, c7 del apéndice). Por otra parte, el morfo Thrum desde la etapa 4 (37.65£3.61 um) hasta la
6 (52.43+2.05 um) presenta células significativamente de menor longitud, en comparacién con el
morfo Pin y las flores homostilicas (p<0.001), siendo en la etapa 7 (78.53+6.35 um) cuando su
elongacion celular incrementa, manteniéndose relativamente constante hasta la etapa de antesis
(85.70+6.73 um), etapa en la cual sus células son ligeramente de mayor longitud que las del morfo
Pin (Pin 81.90+6.17 um; Figura 26, tabla 3 del apéndice).
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Figura 26. Gréafica del promedio y desviacion estandar de la longitud de las células de la parte baja
del estilo para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas). Las barras verticales, indican + una
desviacion estandar. P# T= a; P# H=b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas P<0.001;
F1392)-

Por otra parte, la longitud de las células de la parte media del estilo es variable para los tres
morfos, desde la etapa 4 hasta la 9; para la etapa de antesis hay un crecimiento en longitud mayor

de las células de las flores homostilicas (172.1£6.69 um, p<0.001) seguidas del morfo Thrum
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(157.7£10.66 pum) y por ultimo el morfo Pin (150.3+7.33 um; Fq392, Figura 27, tabla 3 del apéndice,
tablas a8, b8, c8 del apéndice).
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Figura 27. Grafica del promedio y desviacion estandar de lalongitud de las células de la parte media
del estilo para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas). Las barras verticales, indican + una

desviacion estandar. P# T= a; P# H= b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas P<0.001;
F1392).

La longitud de las células de la parte alta del estilo no varia en la etapa 4 para los tres morfos (Pin
57.78+3.43 um, Thrum 58.44+2.85 um y homostilicas 57.64+6.12 um); ya para la etapa de antesis
hay un crecimiento en longitud mayor en las células de las flores homostilicas (92.69+3.21 um)
seguidas del morfo Thrum (89.14+3.89 um) y por ultimo el morfo Pin (79.81+£2.99 um). El morfo Pin,
para la etapa de antesis presenta diferencias significativas con Thrum y las flores homostilicas

(p<0.05; F1392, Figura 28, tabla 3 del apéndice, tablas a9, b9, c9 del apéndice).
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Figura 28. Gréafica del promedio y desviacion estandar de la longitud de las células de la parte alta
del estilo para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas). Las barras verticales, indican + una

desviacion estandar. P# T= a; P# H= b; T# H = c *(Diferencias estadisticamente significativas p<0.001;
F1392).

Para los tres morfos florales existe un patrén diferente en el crecimiento estilar. En el caso del
morfo Pin, para la etapa de antesis, es la parte media la presenta células de mayor longitud,
seguida de la parte baja y, por ultimo, la parte alta, para el morfo Thrum, es la parte media la que
presenta células de mayor longitud, seguida de la parte alta y, por ultimo, la parte baja; en las flores
homostilicas, se observo que es la parte baja la que mas contribuye, seguido de la parte media v,
por ultimo, la parte alta. En cuanto a la longitud de las células, las flores homostilicas en etapa de
antesis, para la parte baja presentan las células de mayor longitud (182.5+7.91 um), seguidas del
morfo Thrum (85.70+6.73 um) y, por ultimo, el morfo Pin (81.90+6.17um); para la etapa de antesis
en la parte media del estilo las flores homostilicas presentan células de mayor longitud (172.11+6.69
um), seguido del morfo Thrum (157.7£10.66 um) y, por ultimo, el morfo Pin (150.3£7.33 um); la
longitud de las células del estilo en etapa de antesis de la parte alta, sigue un mismo patron ya que,
las flores homostilicas son las que presentan las células de mayor longitud (92.69+3.21 um),
seguidas del morfo Thrum (89.14+3.89 um) y, por ultimo, el morfo Pin (79.81£2.99 um; Fsq,,
p<0.001; tabla a7, b7, c7; tabla a8, b8, c8; tabla a9, b9, c9 del apéndice, Figuras 26, 27 y 28).
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En cuanto al ancho de las células de la parte baja del estilo, no hay diferencias marcadas entre los
morfos, ya que en promedio el ancho de las células de la parte baja de cada una de las etapas de
los tres morfos es similar (F3z.43, tabla 4 del apéndice, tablas a10, b10, c10 del apéndice). Lo mismo
ocurre para el ancho de las células de la parte media del estilo, en donde no hay diferencias
marcadas entre las etapas del mismo morfo ni entre los morfos, ya que en promedio el ancho de
las células de la parte media de cada una de las etapas para los tres morfos es similar (F3;.43, tabla
4 del apéndice, tablas a11, b11, c11 del apéndice). El ancho de las células de la parte alta del estilo
no varia entre las etapas del mismo morfo; sin embargo, éste si varia entre los morfos, en la etapa
4 el morfo Thrum, presenta células mas anchas (15.27+0.29 pm), seguido del morfo Pin
(15.09+0.27 um) y por ultimo, las flores homostilicas (14.58+0.88 um), para la etapa de antesis es
el morfo Thrum el que presentan células ligeramente mas anchas que el morfo Pin y las flores
homostilicas (16.39£0.34 um, 15.51+£0.31 um y 15.281£0.33 um, respectivamente; tabla 4 del
apéndice, tablas a12, b12, c12 del apéndice).

6.2.7. Forma de las células del estilo

La forma de las células del estilo en las tres diferentes zonas (parte baja, media y alta) para cada

uno de los morfos y cada una de las etapas es igual ya que, las células son de forma rectangular.

6.3. Conteo celular

6.3.1. Conteo celular de la corola: parte baja

El conteo celular de la parte baja para el morfo Pin, indica que en las etapas 4 (30.64+2.07
células) y 5 (33.20+1.27 células) se presenta un mayor numero celular y que, a partir de la etapa 6
el numero celular disminuye y éste se mantiene hasta la etapa 9 (28.99+0.24 células). Por otra
parte, en el morfo Thrum, las etapas 4 (44.221+9.66 células) y 5 (38.25+2.62 células), presentan un
mayor numero celular, y a partir de la etapa 6 (35.00+0.32 células), el numero celular disminuye y
se mantiene constante hasta la etapa de antesis (32.62+2.15 células). Las flores homostilicas

mantienen un numero celular constante desde la etapa 4 (36.74+2.61 células), hasta la etapa de 8
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(36.60+£0.31 células), ya que para la etapa de antesis el numero celular disminuye (30.90+0.44

células; Figura 29).
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Figura 29. Grafica del promedio y desviacion estandar del conteo celular de la parte baja de la
corola para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas).

P# T= a; P# H=b; T# H = c *(Diferencias estadisticamente significativas p<0.05; F,475).

6.3.2. Conteo celular de la corola: parte alta

Para la parte alta de la corola, el morfo Pin en la etapa 4 presenta un menor numero celular
(30.81+3.22 células), a partir de la etapa 5 (40.40£2.00 células) hasta la 8 (35.43+6.11 células), es
cuando el numero celular aumenta y se mantiene constante y éste vuelve a disminuir para la etapa
de antesis (26.39+0.77 células). El morfo Thrum en la etapa 4 presenta un menor numero celular
(28.03+1.79 células), y es a partir de la etapa 5 (36.60+£0.79 células) hasta la etapa de antesis
(33.30+£2.57 células) cuando el numero celular aumenta y se mantiene relativamente constante.
Las flores homostilicas presentan el mayor nimero celular en la etapa 4 (38.351£0.21 células) hasta
a la etapa 6 (33.55£2.11 células), en las etapas 7 (29.35+2.90 células) y en la etapa 8, el numero
celular disminuye (25.07+0.31 células), ya para la etapa de antesis el numero celular vuelve a

incrementar (33.57+1.37 células, Figura 30).
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Figura 30. Grafica del promedio y desviacion estandar del conteo celular de la parte alta de la corola
de para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas).

P# T= a; P# H=b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas p<0.05; Fs4.4s).

6.3.3. Conteo celular del estilo: parte baja

El conteo celular de la parte baja del estilo para el morfo Pin, indica que el nUmero celular aumenta
conforme la etapa y se mantiene relativamente constante desde la etapas 5 (64.06+2.05 células)
hasta la etapa de antesis (80.26+1.11 células). Por otra parte, en el morfo Thrum, en las etapas 4
(41.52+£1.07 células), 5 (52.55+1.42 células) y etapa 6 (61.09+1.34 células) el numero celular
aumenta ligeramente, y a partir de la etapa 7 (57.21+3.21 células) hasta la etapa de antesis
(55.97+0.82) el numero celular disminuye. Las flores homostilicas mantienen una numero celular
constante desde la etapa 5 (52.77+0.10 células) hasta la etapa 7 (62.74+0.73 células), ya para la
etapa de antesis el numero celular disminuye (32.43+0.58; Figura 31).
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Figura 31. Grafica del promedio y desviacion estandar del conteo celular de la parte baja del estilo
para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas).

P# T= a; P# H=b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas p<0.05, F75.17).

6.3.4. Conteo celular del estilo: parte media

El conteo celular de la parte media del estilo, para el morfo Pin indica que el nUmero celular se
mantiene relativamente constante desde la etapa 4 (38.74+1.49 células) hasta la etapa de antesis
(43.73£0.60 células). En el morfo Thrum, de la etapa 4 (29.40+0.76 células) a la etapa 9
(31.91+0.47 células) el numero celular se mantiene constante. Las flores homostilicas mantienen
una numero celular constate desde la etapa 4 (44.82+2.03 células) hasta la etapa 8 (40.02+0.30
células), para la etapa de antesis el numero celular disminuye ligeramente (34.25+0.61 células;
Figura 32).
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Figura 32. Gréfica del promedio y desviacion estandar del conteo celular de la parte media del
estilo para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas).
P# T= a; P# H=b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas p<0.05, F3,.¢9).

6.3.5. Conteo celular del estilo: parte alta

Para la parte alta del estilo, el morfo Pin desde la etapa 4 (41.82+1.61 células) hasta la etapa 6
(60.59+2.25 células), presenta un menor numero celular, a partir de la etapa 7 (77.77+1.63 células)
hasta la etapa de antesis (82.36+£1.14 células), es cuando el numero celular aumenta. El morfo
Thrum desde la etapa 6 (49.17£1.07 células) hasta la etapa de antesis, presenta un numero
celular constante (53.81+0.79 células). Las flores homostilicas presentan el menor numero celular
en la etapa 4 (41.0215.23 células) y 5 (41.41+0.08 células), a partir de la etapa 6 (50.81+0.57
células) hasta a la etapa de antesis, el numero celular aumenta considerablemente (63.86+1.14

células; Figura 33).
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Figura 33. Gréfica del promedio y desviacion estandar del conteo celular de la parte alta del estilo
para cada uno de los morfos (Pin, Thrum y homostilicas).
P# T= a; P#£ H=b; T# H = ¢ *(Diferencias estadisticamente significativas P<0.05, F37,).

El conteo celular indica que el morfo Pin en etapa de antesis presenta un mayor numero celular en
la parte baja, media y alta del estilo, comparado con el morfo Thrum y las flores homostilicas. Las
flores homostilicas, para la etapa de antesis presentan mayor numero celular en la parte media y
alta del estilo, en comparacién con el morfo Thrum, mientras que el morfo Thrum en la parte baja
del estilo, presenta mas células que las flores homostilicas (p<0.001; Figura 31, 32 y 33; tablas
a13, b13, ¢13, a14, b14, c14, a15, b15, c15 del apéndice). Diferencia que esta dada por la longitud

que presenta el pistilo en cada uno de los morfos.

6.3.6. Longitud y nimero de las células de la corola parte bajay alta (PB y PA)

Los tres morfos presentan diferencias en cuanto a la forma de las células, ya que, la parte alta de la
corola esta constituida por células isodiamétricas y pequefias en comparacion con la parte baja, la
cual presenta células rectangulares, largas y delgadas. La longitud de las células de la parte baja
de la corola para los tres morfos aumenta conforme va aumentando la etapa; al final (etapa 9) solo
el morfo Thrum y las flores homostilicas presentan una mayor longitud en las células de la parte
baja de la corola, pues tanto el morfo Thrum como las flores homostilicas presentan anteras largas.
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El morfo Pin presenta células de menor longitud en la parte baja de la corola en comparacion con el
morfo Thrum y las flores homostilicas (Figuras 13) para la etapa de antesis (etapa 9), mientras que
el morfo Thrum presenta células de menor longitud en comparacion con las flores homostilicas,
aunque las flores homostilicas tienen menor numero celular, dichas diferencias entre morfos tienen
qgue ver con la posicidn que ocupan las anteras dentro de la flor. En cuanto al numero celular, en la
etapa de antesis los morfos Thrum y las flores homostilicas presentan mayor numero celular en la
parte baja de la corola en comparacién con el morfo Pin (Figuras 29). Para la etapa de antesis, es
el morfo Thrum quien presenta anteras de mayor longitud seguido de las flores homostilicas y, por

ultimo, el morfo Pin (Tabla 2).

Tabla 2. Longitud y conteo celular para la parte baja y alta de la corola etapa de antesis

Longitud (um) X # Celular Longitud (um) X # Celular
PB PA
Pin 385.8X28.99=11184.34 291.00X26.39= 7679.49
Thrum 437.46X32.62 = 14269.94 182.15X33.3=6065.59
homostilicas 539.22X30.90= 16661.39 227.53X37.57=7638.18

El primer valor corresponde a la longitud de las células de la PB y PA de la corola respectivamente, el

segundo valor representa el numero celular. Ambos valores corresponden a la etapa de antesis (etapa 9).

6.3.7. Longitud y numero de las células del estilo parte baja, media y alta (PB, PM y PA)

Los tres morfos presentan un mismo patréon de diferenciacion celular en cuanto a la forma de las
células, ya que, tanto la parte baja, media, asi como la parte alta, esta constituida por células
rectangulares, largas y delgadas. Es claro también para los tres morfos que el largo de las células
de las tres diferentes zonas del estilo, aumenta conforme va aumentando la etapa; al final (etapa 9)
las flores homostilicas para la parte baja, media y alta del estilo presentan una mayor longitud
celular. EI mayor numero celular en la parte baja, media y alta del estilo, en etapa de antesis, lo
presenta el morfo Pin. Para la etapa de antesis, es el morfo Pin quien presenta el pistilo de mayor

longitud, seguido de las flores homostilicas y, por ultimo, el morfo Thrum (Tabla 3).
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Tabla 3. Longitud y conteo celular parala PB, PMy PA del estilo

Longitud (um) X # Celular Longitud (um) X # Celular Longitud (um) X # Celular
PB PM PA
Pin 81.90X80.26= 6573.29 150.30X43.73=6572.61 79.81X82.35= 6547.64
Thrum 85.70X55.97=4796.62 157.70X31.91=5032.20 89.14X53.81=4796.62
homostilicas 182.5X32.43=5918.47 172.1X34.25=5894.42 92.69X63.83=5919.18

El primer valor corresponde a la longitud de las células de la PB, PM y PA del estilo respectivamente, el

segundo valor representa el nimero celular. Ambos valores corresponden a la etapa de antesis (etapa 9).
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VII. Discusién

El patron de establecimiento de la hercogamia masculina en B. ternifolia esta influenciado tanto por
division como por elongacién, siguiendo un patron diferente en cada uno de los morfos. En el caso
del morfo Pin, la posicion final de la antera esta dada, tanto por elongacion, como por numero
celular, siendo la longitud y el numero celular menor para la parte baja de la corola en comparacion
con el morfo Thrum y las flores homostilicas. Para la parte alta de la corola de este morfo, se puede
observar que, para etapa de antesis, presenta células de mayor longitud pero un menor numero
celular esta zona, en comparacién con el morfo Thrum y las flores homostilicas. En el caso del
morfo Thrum, el establecimiento de la hercogamia masculina se encuentra determinado mas por
numero celular (division celular), sobre todo en la parte baja de la corola, ya que la longitud de las
células en esta zona para la etapa de antesis es mucho menor en comparacion con las flores
homostilicas (Figuras 13 y 29). En las flores homostilicas, el patron es diferente, ya que en la altura
de las anteras tiene una mayor participacion la elongacion celular de la parte baja de la corola
(Figura 13).

La parte alta de la corola participa en determinar la longitud final de la corola. El morfo Pin, en la
etapa 6, comienza el proceso de elongacion de las células de la parte alta hasta la etapa de
antesis (etapa 9), en donde el morfo Pin presenta células de mayor longitud en comparacion con
los otros dos morfos, pero menor numero celular. Al parecer hay un tipo de compensacién por parte
de la flor, ya que lo mismo ocurre con el morfo Thrum y homostilicas, los cuales presentaron
longitudes celulares menores en la parte alta, pero mayor numero celular en comparacién con el
morfo Pin (Figuras 14 y 30).

Los resultados obtenidos son similares a lo previamente reportado en B. ternifolia (Hernandez,
2014), ya que los patrones de crecimiento en las primeras etapas, tanto en la parte baja como en la
parte alta de la corola, son semejantes entre los morfos, presentando un crecimiento homomaorfico.
Dicho estudio reporta que el cambio en la longitud de la parte baja de la corola comienza a partir de
la etapa 7, mientras que el cambio en la longitud de la parte alta de la corola comienza a
visualizarse a partir de la etapa 5, para todos los morfos. En este estudio, es a partir de la etapa 5
cuando comienzan a visualizarse diferencias significativas, de la parte baja, mientras que en la

parte alta de la corola las diferencias comienzan a visualizarse a partir de la etapa 6 (Figuras 13 y
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14). En antesis (etapa 9), las flores homostilicas son las que presentan los valores mas altos en
cuanto a la longitud de las células de la parte baja, seguido del morfo Thrum y por ultimo el morfo
Pin, que presenta los valores mas bajos para este caracter (Figura 13), diferente a lo reportado por
Hernandez (2014), ya que los resultados de su estudio muestran que para la etapa 9 el morfo
Thrum es el que presenta los valores mas altos, seguido de las flores homostilicas y por ultimo el
morfo Pin. Para el caso de la longitud de las células de la parte alta de la corola, el morfo Pin es el
que presenta las células de mayor longitud, seguido de las flores homostilicas y por ultimo el morfo
Thrum, esto se asemeja a lo reportado por Hernandez (2014). Es necesario que se dé
primeramente un cambio a nivel celular, para poder observar una caracteristica a nivel
macroscopico, esto podria explicar por qué en este estudio, las diferencias entre morfos se

presentan en etapas anteriores a lo que reporta en su estudio Hernandez (2014).

Un estudio floral comparativo en Lithospermum, género que presenta especies tanto homostilicas
como heterostilicas, se descubridé que las tasas de crecimiento de las células epidérmicas del tubo
de la corola de la parte baja y de la parte alta, no son estadisticamente diferentes entre los morfos
(Cohen et al., 2012), en B. ternifolia esto no ocurre, ya que el tamafo y el numero de las células
epidérmicas del tubo de la corola, tanto por encima como por debajo del punto de unién del
filamento de las anteras, es diferente, siendo mas cortas, anchas y ovaladas en la parte alta y mas
largas, menos anchas y rectangulares en la parte baja. Las diferencias celulares, en cuanto al largo
y ancho, permanecen para los tres diferentes morfos, dependiendo de la posicion (parte baja y alta)

y de la etapa de desarrollo en la que ésta se encuentre.

En Primula vulgaris, Webster y Gilmartin, 2006 revelaron que existe una diferencia en cuanto al
tamafo de las células en etapas tardias, en ambos morfos, Pin y Thrum. Esto se acerca a lo
observado en B. ternifolia, aunque para esta especie el cambio en el tamafio celular, en cuanto a la
longitud, sobre todo de la parte baja de la corola, comienza desde etapas tempranas siendo mas
evidente en las ultimas etapas de desarrollo para los morfos Pin, Thrum y las flores homostilicas;

ya que el ancho de las células, en general, no difiere entre morfos.

Richards y Barret (1992), reportan que las diferencias en las tasas de crecimiento y de
alargamiento celular, en las primeras etapas, contribuyen a la altura final de las anteras. En este

estudio se prueba que para B. ternifolia existe un patrén diferente, ya que de acuerdo con los datos
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presentados la diferenciacién espacial marcada entre los morfos comienza a darse en etapas
tardias (etapa 5 parte baja y 6 parte alta). También proponen que las razones de las diferencias en
la altura de la antera, entre los morfos florales, podrian estar dados por cambios en el desarrollo
tardio de las tasa de crecimiento, en B. ternifolia se observé un patrén de diferenciacion similar. Las
diferencias de tamafo, forma y numero celular en B. ternifolia, sugiere que estas diferencias
celulares entre morfos dependen de la especie, de la familia, de factores epigenéticos e inclusive
de las condiciones ecoldgicas y meteoroldgicas a las que esté sujeta la especie (Elle y Hare, 2002;
Mal y Lovett, 2005; Torres, 2007). En estudios celulares, llevados a cabo con otras especies de
otras familias, por ejemplo Lithospermum (Boraginaceae, Cohen et al.,, 2012), es evidente una
diferencia en cuanto a la forma y al tamafno celular, los cuales dependen, en gran medida, de las
caracteristicas propias de la flor, como por ejemplo, el tamafio de la corola. Para B. ternifolia, los
caracteres propios de la corola como la longitud varia entre morfos y entre las poblaciones,
dependiendo principalmente de la temporalidad. En su estudio Hernandez (2014), concluye que la
longitud de la corola en B. ternifolia no es un polimorfismo floral; sin embargo, en este estudio se
vio que en la poblacion estudiada si hay diferencias en cuanto a la longitud de la corola en etapa de
antesis, siendo las homostilicas las que presentan corolas mas largas, seguidas del morfo Thrum vy
por ultimo el morfo Pin, dichas diferencias podrian explicarse por los meses en los que se hicieron

las colectas.

De las tres posibles vias para explicar la posicién final de las anteras dentro de la flor, los datos
aqui presentados muestran que la propuesta por Richards y Barrett (1992) explica y se acerca mas
a lo observado en este estudio, ya que, en B. ternifolia, la diferencia en cuanto a la altura de las

anteras, entre los morfos, comienzan a evidenciarse en etapas posteriores del desarrollo floral.

El patrén de establecimiento de la hercogamia femenina, en B. ternifolia, esta influenciado, tanto
por division como por elongacién celular, siguiendo un patron diferente en cada una de las zonas y
para cada uno de los morfos. En el caso del morfo Pin, la posicion final del pistilo esta dada, tanto
por la elongacion como por el numero celular, para este morfo el numero celular es el que mas
contribuye en la parte baja, parte media y para la parte alta. En el morfo Thrum la parte baja, media
y alta son favorecidas tanto por longitud como por numero celular, en la parte baja, media y alta
(PB, PM y PA) de las flores homostilicas, es la longitud la que mas contribuye a la altura final del

pistilo. Ademas, en este estudio se observé que también la zona (PB, PM y PA) juega un papel
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importante para determinar la altura final del pistilo, ya que en el caso del morfo Pin y Thrum la
parte media es la que participa en mayor medida en determinar la longitud final del pistilo, mientras

que en las flores homostilicas es la parte baja (Figuras 21, 23 y 25; tabla 3).

Los resultados obtenidos de la longitud del pistilo son similares a lo previamente reportado en B.
ternifolia (Hernandez, 2014), el cual reporta que el cambio en la longitud del estilo en los tres
morfos, comienza a partir de la etapa 4. En este estudio las diferencias comienzan a partir de la
etapa 4, entre morfos, solo en la parte baja y media del estilo (Figura 26 y 27), ya que para la parte
alta, las diferencias estadisticamente significativas comienzan a partir de la etapa de la etapa 5
(Figura 28), siendo la parte baja y la media las que mas influyen de manera diferente entre morfos,
para la altura final del pistilo. Faivre (2000) reporta que en B. ternifolia los morfos distilicos tienen
un patron de crecimiento similar durante el desarrollo temprano del botén floral, similar a lo
observado en este estudio, ya que, las diferencias marcadas entre los morfos comienzan a

visualizarse en etapas tardias tanto de la parte femenina como de la parte masculina.

Para este estudio, lo que se observo es que al final (etapa 9) las flores homostilicas son las que
presentan los valores mas altos en cuanto a la longitud de las células de la parte baja, media y alta
del estilo, seguidas del morfo Thrum y por ultimo el morfo Pin (Figura 26, 27 y 28). En cuanto al
numero celular de la parte baja, media y alta del estilo es el morfo Pin el que presenta los valores

mas altos (Figura 31,32 y 33).

La divergencia temprana en las trayectorias ontogénicas en el pistilo de B. ternifolia, explican, en
parte, la variacion morfo especifica en la antesis (Hernandez, 2014). Otro factor a considerar en la
variacion del tamano del pistilo es la plasticidad fenotipica en la expresién de la hercogamia (Wolff
y Lied-Shumann, 2007), que pueden ser el resultado de factores medioambientales y ecoldgicos,
como es el papel crucial que juegan los polinizadores (Lloyd y Webb, 1986; Barrett et al., 1997;
Hernandez, 2006). Los polinizadores han sido tradicionalmente vistos como una de las principales
presiones selectivas en la evolucién de las caracteristicas florales de las plantas que visitan; sin
embargo, los visitantes florales ilegitimos, como por ejemplo los robadores de néctar, también son
albergados por estas plantas y éstos también pueden influir en la evolucién de sus caracteres
florales debido a que pueden tener un fuerte impacto en su adecuacion (lrwin y Brody, 2000;

Maloof y Inouye, 2000).
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Estudios anteriores plantean dos posibles vias que sugieren las diferencias para determinar la
altura final del pistilo en especies con heterostilia, los datos obtenidos indican que de las dos vias
propuestas para determinar la altura final del pistilo, la que mas se acerca a lo observado en este
estudio es la propuesta por Richards y Barrett (1992), Riveros y colaboradores (1995) y Faivre
(2000), en donde se propone que las diferencias en los pistilos entre flores Pin y Thrum son el
resultado de diferencias estructurales desarrolladas en etapas tardias de la elongacién del boton
floral. En este estudio, en B. ternifolia la hercogamia femenina se establece primero en los morfos
Pin, Thrum y las flores homostilicas y posteriormente lo hace la parte masculina, los resultados
obtenidos indican que las diferencias estan dadas tanto por elongacion de las células como por
division celular, siguiendo un patron diferente en cada uno de los morfos dependiendo de la

posicion que ocupe el pistilo y las anteras dentro de la flor.
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VIIl. Conclusiones

e Los tres morfos presentan células de mayor longitud en la PB de la
corola.

e Las flores homostilicas en antesis presentan células de mayor longitud
en la PB de la corola seguidas del morfo Thrum y por ultimo del morfo
Pin.

e Las flores homostilicas de la poblacion son de tipo largo, por lo cual la
longitud de las células de la PB de la corola es similar a las del morfo
Thrum.

e Cada una de las zonas del estilo en longitud de las células contribuye de
manera diferente a la altura final del pistilo en cada uno de los morfos,
en el morfo Pin y Thrum es la PM la que mayor contribucién tiene, en las
flores homostilicas es la PB.

e EI establecimiento de la hercogamia masculina y femenina en B.
ternifolia esta dado, tanto por elongacion celular como por numero
celular, siguiendo un patrén diferente en cada uno de los morfos y de las
zonas.

¢ La hercogamia femenina en B. ternifolia es la primera en establecerse y
posteriormente lo hace la parte masculina.

e La forma celular en la corola varia, la parte baja esta constituida por
células rectangulares mientras que la parte alta, esta constituida por
células isodiamétricas. En el caso del estilo las células en las tres zonas
son rectangulares.

e La diferenciacion espacial de los 6rganos sexuales masculinos, en B.
ternifolia, vista a nivel celular, apoya mas la hipétesis que plantea que
las diferencias entre los morfos son debido a los cambios de desarrollo
tardio del botén floral.

e La diferenciacion espacial de los érganos sexuales femeninos, en B.
ternifolia, vista a nivel celular apoya mas la hipotesis que plantea que la
divergencia de las alturas del pistilo entre morfos ocurre en etapas
tardias durante la elongacion del boton floral.
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IX. Perspectivas

Al demostrar que para el establecimiento de la distilia en Bouvardia ternifolia se requieren
dos procesos celulares los cuales son division y elongacion celular, seria interesante y
enriquecedor realizar este tipo de estudios para otras especies de la misma familia y de
otras que presenten este fendmeno para establecer si estos procesos celulares son

exclusivos de esta especie o de la familia o son procesos celulares generalizados.

A nivel microscopico se vio que la longitud y el numero celular estan involucrados en el
establecimiento de la distilia en B. ternifolia, de una manera diferente para la parte femenina
y la parte masculina. Es importante conocer qué tipo de genes y de qué manera participan

en este proceso.

Es necesario realizar estudios con otras poblaciones de B. ternifolia de otros estados del
pais para determinar si estos cambios celulares se mantienen para esta especie o cambian
dependiendo de las condiciones ambientales e inclusive la funcién que ejerzan los

polinizadores sobre las poblaciones.
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Apéndice

Tabla 1. Largo y ancho de las células de la corola parte baja y parte alta

Largo de las células parte baja (um) Ancho de las células parte baja (um) Largo de las células parte alta (um) Ancho de las células parte alta (um)

Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica | Pin Thrum homostilica | Pin Thrum homostilica

Etapa 4 | 137.62+23.0 116.82+24.6 133.97+28.03 | 41.57+4.8 | 37.97+4.82 | 36.82+6.68 111.02+25.4 | 100.42+23.1 | 94.08+24.35 | 56.35+5.91 55.8+6.72 51.04+7.63
9 7 1

Etapa 5 | 218.15+47.8 261.22+58.54 | 206.84+37.08 | 41.77+6.4 | 40.62+6.12 | 39.68+7.87 131.26+34.8 | 125.86+28.4 | 129.06+26.4 | 57.04+5.62 | 55.8+4.52 57.00£6.49
9 7 5 7

Etapa 6 | 303.53+79.2 287.84+64.93 | 244.73+£73.73 | 41.93+5.9 | 40.55+5.09 | 42.68+7.54 153.57+33.2 | 137.64+25.6 | 137.26+43.2 | 58.68+6.05 | 62.26%5.48 | 59.37+7.16

4 6 8 1

Etapa 7 | 367.08+80.6 342.6+82.07 335.86+72.36 | 42.17+5.7 | 42.15£5.95 | 42.7116.04 177.15+44.3 | 163.44+34.9 | 160.31150 58.82+5.71 | 63.13+6.51 | 59.41+7.57
4 7 6

Etapa 8 | 372.51+88.5 406.73+93 349.5+56.87 45.1346.6 | 45.22+6.14 | 42.731+6.99 188.82+42.3 | 177.15+38.8 | 203.62+50.2 | 58.8616.6 66.40£6.67 | 59.4818.75
4 8 9 8

Etapa 9 | 385.8+106.4 437.46+£106.6 | 539.22+100.8 | 45.15+7.2 | 46.04+6.53 | 48.84£8.45 272.77+97.6 | 182.15+49.8 | 227.53462.7 | 59.17+8.49 | 66.55+5.82 | 73.37+9.16
5 6 5 7

N= 54 flores, para Pin 18 flores, para Thrum 18 flores y 18 para homostilica. El primer valor corresponde al
promedio de la etapa, * su desviacién estandar.

Tabla 2. Conteo celular de la corola parte baja y parte alta

Conteo celular parte baja Conteo celular parte alta

Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica
Etapa 4 30.64+2.07 44.22+9.66 36.74+2.61 30.81+£3.22 28.03+£1.79 38.35+0.21
Etapa 5 33.20+1.27 38.25+2.62 32.16+£1.94 40.40£2.00 36.60£0.79 38.20+0.98
Etapa 6 27.90+2.28 35.00+0.32 38.10£2.50 35.37+£3.08 33.34£3.01 33.55+2.11
Etapa 7 25.52+1.74 30.76+1.33 33.14£2.15 35.64+0.66 32.67+4.35 29.35+2.90
Etapa 8 27.63+1.52 32.01+1.01 36.60+0.31 35.43+6.11 30.99+0.95 25.07+0.31
Etapa 9 28.99+0.24 32.62+2.15 30.90+0.44 26.39+0.77 33.30£2.57 33.57+1.37

N= 324 mediciones, para Pin 108 mediciones, para Thrum 108 mediciones y 108 para homostilica. El primer
valor corresponde al promedio de la etapa, * su desviacion estandar.
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Tabla 3. Longitud de las células del estilo: parte baja, parte media y alta.

Longitud de las células parte baja (um) Longitud de las células parte media (pm) Longitud de las células parte alta (um)

Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica

Etapa 4 | 49.55+2.44 37.65+3.61 53.56+7.88 62.37+6.22 53.17+£1.80 49.97+5.74 57.78+3.43 58.44+2.85 57.64+6.12
Etapa 5| 56.61+3.52 47.06+£1.97 55.08+3.22 69.29+4.24 59.37+7.34 68.68+4.60 60.35+2.74 62.54+3.80 70.18+4.08
Etapa 6 | 62.04+1.51 52.43+2.05 78.87+4.60 94.67+5.97 87.61+4.80 90.98+4.69 68.04+2.59 65.14+3.24 79.25+5.89
Etapa 7 | 67.73+2.57 65.42+4.69 83.89+5.55 99.11+4.67 | 117.1£11.41 101.9£3.04 68.45+£2.73 78.35+4.73 90.71+£5.56
Etapa 8 | 71.04+1.86 78.53+£6.35 | 137.2£12.45 | 142.3£12.67 | 151.1£13.19 | 134.6£13.02 | 70.04+2.68 85.83+6.72 90.52+3.68
Etapa 9 | 81.90+6.17 85.7046.73 182.5+7.91 150.3+7.33 | 157.7£10.66 | 172.1+6.69 79.81£2.99 89.14+3.89 92.69+3.21

N= 2430 mediciones, para Pin 810, para Thrum 810 y 810 para homostilica. El primer valor corresponde al

promedio de la etapa, * su desviacidn estandar.

Tabla 4. Ancho de las células del estilo: parte baja, parte media y alta.

Ancho de las células parte baja (um) Ancho de las células parte media (pm) Ancho de las células parte alta (um)

Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica
Etapa4 | 15.06+0.28 14.39+0.47 15.43+1.58 14.86+0.43 14.60+0.28 15.32+0.97 15.09+0.27 15.27+0.29 14.58+0.88
Etapa 5 | 15.54+0.31 14.63+0.30 15.38+0.67 14.86+0.42 15.05+0.30 15.49+0.78 15.28+0.37 15.50+0.28 14.81+0.48
Etapa 6 | 15.42+0.46 15.18+0.13 15.35+0.37 14.83+0.38 15.05+0.45 15.19+0.33 15.47+0.49 16.13+0.22 14.63+0.37
Etapa 7 | 15.47+0.31 15.57+0.33 15.17+0.32 15.33+0.26 15.22+0.35 15.10+0.52 15.66+0.40 16.27+0.36 15.04+0.38
Etapa 8 | 15.31+0.26 15.60+0.47 15.14+0.35 15.19+0.22 15.06+0.40 15.07+0.37 15.50+£0.35 | 16.16+0.30 15.45+0.54
Etapa 9 | 15.42+0.32 15.54+0.25 15.57+0.36 15.49+0.30 15.16+0.58 15.25+0.39 15.51+0.31 16.39+0.34 15.28+0.33

N= 2430 mediciones, para Pin 810, para Thrum 810 y 810 para homostilica. El primer valor corresponde al

promedio de la etapa, * su desviacidn estandar.
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Tabla 5. Conteo celular del estilo parte baja, parte media y parte alta

Conteo celular parte baja Conteo celular parte media Conteo celular parte alta

Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica Pin Thrum homostilica
Etapa 4 48.77+1.88 41.52+1.07 41.82+1.90 38.74+1.49 29.40+0.76 44.82+2.03 41.82+1.61 26.75+0.69 41.02+5.23
Etapa 5 64.06+2.05 52.55+1.42 52.77+0.10 52.34+1.67 41.66+1.12 42.32+0.09 60.09+1.92 39.54+1.07 41.41+0.08
Etapa 6 66.46+2.47 61.09+1.34 51.05+0.57 43.55+1.62 36.56+0.80 44.25+0.50 60.59+2.25 49.17+1.07 50.81+0.57
Etapa 7 78.59+1.65 57.21£3.21 62.74x0.73 53.71x1.12 31.96+1.80 51.65+0.60 77.77+1.63 47.77+2.68 58.02+0.67
Etapa 8 87.46+2.49 56.32+1.62 39.16+0.46 43.66+1.24 29.31+0.80 40.02+0.30 88.70+2.52 51.53+1.49 59.50+0.44
Etapa 9 80.26x1.11 55.97+0.82 32.43+0.58 43.73+0.60 31.9120.47 34.25+0.61 82.36x1.14 53.81+0.79 63.86x1.14

N= 486 mediciones, para Pin 162, para Thrum 162 y 162 para homostilica. El primer valor corresponde al
promedio de la etapa, * su desviacidn estandar.
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Pruebas post-hoc de Tukey para la posicion de la antera

Tablas de la longitud de las células de la parte baja de la corola

Tabla a1. Piny Thrum Tabla b1. Pin y homostilica Tabla c1. Thrum y homostilica

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 20.80 2.702 P>0.05 ns 4 3.644 0.4734 P>0.05 ns 4 -17.16 2.228 P>0.05 ns
5 -43.07 5.594 P<0.05 * 5 11.31 1.469 P>0.05 ns 5 54.38 7.064 P<0.001 e
6 15.69 2.038 P>0.05 ns 6 58.80 7.638 P<0.001 e 6 43.11 5.600 P<0.05 *
7 24.49 3.181 P>0.05 ns 7 31.22 4.056 P>0.05 ns 7 6.733 0.8746 P>0.05 ns
8 -34.22 4.445 P>0.05 ns 8 23.02 2.991 P>0.05 ns 8 57.24 7.436 P<0.001 e
9 -51.69 6.714 P<0.001 el 9 -153.4 19.93 P<0.001 e 9 -101.8 13.22 P<0.001 e

N=3240 células. Para el morfo Pin corresponden 1080 células, Thrum 1080 y homostilica 1080.
ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tablas de la longitud de las células parte alta de la corola

Tabla a2. Piny Thrum Tabla b2. Pin y homostilica Tabla c2. Thrum y homostilica
Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario
4 10.60 2427 P>0.05 ns 4 16.93 3.876 P>0.05 ns 4 6.333 1.450 P>0.05 ns
5 5.400 1.236 P>0.05 ns 5 2.200 0.5036 P>0.05 ns 5 -3.200 | 0.7326 P>0.05 ns
6 15.93 3.648 P>0.05 ns 6 16.31 3.734 P>0.05 ns 6 0.3778 | 0.0864 P>0.05 ns
7 13.71 3.139 P>0.05 ns 7 16.84 3.856 P>0.05 ns 7 3.133 0.7173 P>0.05 ns
8 11.67 2.671 P>0.05 ns 8 -14.80 3.388 P>0.05 ns 8 -26.47 6.059 P<0.01 *
9 108.8 24.91 P<0.001 bl 9 63.42 14.52 P<0.001 *hk 9 -45.38 10.39 P<0.001 o

N=3240 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 1080 mediciones, Thrum 1080 y
homostilica 1080. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tabla a3. Piny Thrum

Tablas del ancho de las células parte baja de la corola

Tabla b3. Pin y homostilica

Tabla c3. Thrum y homostilica

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 3.489 5.087 P<0.05 *
5 1.156 1.685 | P>0.05 ns
6 1.378 2.009 | P>0.05 ns
7 0.02222 | 0.0324 | P>0.05 ns
8 -0.08889 | 0.1296 | P>0.05 ns
9 -0.8889 1.296 | P>0.05 ns

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 4.644 6.772 P<0.001 b
5 2.089 3.046 P>0.05 ns
6 -0.7556 | 1.102 P>0.05 ns
7 -0.5333 | 0.7777 P>0.05 ns
8 2.400 3.500 P>0.05 ns
9 -3.644 5.314 P<0.05 *

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 1.156 1.685 P>0.05 ns
5 0.9333 1.361 P>0.05 ns
6 -2.133 3.1 P>0.05 ns
7 -0.5556 | 0.8101 P>0.05 ns
8 2.489 3.629 P>0.05 ns
9 -2.756 4.018 P>0.05 ns

N=3240 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 1080 mediciones, Thrum 1080 y

homostilica 1080. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tabla a4. Piny Thrum

Tablas del ancho de las células de la parte alta de la corola

Tabla b4. Pin y homostilica

Tabla c4. Thrum y homostilica

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 0.5556 | 0.7723 No ns
5 1.244 1.730 No ns
6 -3.578 4.974 No ns
7 -4.311 5.993 Yes **
8 -7.533 10.47 Yes e
9 -7.378 10.26 Yes e

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 5.311 7.383 Yes i 4 4.756 6.611 Yes bl
5 0.04445 | 0.0617 No ns 5 -1.200 1.668 No ns
6 -0.6889 | 0.9577 No ns 6 2.889 | 4.016 No ns
7 -0.6000 | 0.8341 No ns 7 3.71 5.159 Yes *
8 -0.6222 | 0.8650 No ns 8 6.911 9.607 Yes e
9 -14.20 19.74 Yes i 9 -6.822 9.484 Yes bl

N=3240 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 1080 mediciones, Thrum 1080 y

homostilica 1080. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Pruebas post-hoc de Tukey para la posiciéon de la antera-conteo celular

Tablas del conteo celular parte baja de la corola

Tabla a5. Piny Thrum Tabla b5. Pin y homostilica Tabla ¢5. Thrum y homostilica
Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario
4 -1.444 7.135 P<0.001 bl 4 0.222 1.098 P>0.05 ns 4 1.667 8.233 P<0.001 e
5 0.888 4.391 P>0.05 ns 5 0.222 1.098 P>0.05 ns 5 -0.666 3.293 P>0.05 ns
6 -0.444 2.195 P>0.05 ns 6 -1.333 6.586 P<0.01 > 6 -0.888 4.391 P>0.05 ns
7 -0.555 2.744 P>0.05 ns 7 -1.000 4.940 P>0.05 ns 7 -0.444 2.195 P>0.05 ns
8 -0.222 1.098 P>0.05 ns 8 -0.888 4.391 P>0.05 ns 8 -0.666 3.293 P>0.05 ns
9 -0.111 0.5489 P>0.05 ns 9 0.888 4.391 P>0.05 ns 9 1.000 4,940 P>0.05 ns

N= 162 mediciones, para Pin 54 mediciones, para Thrum 54 mediciones y 54 para homostilica. ns (diferencia
no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tabla a6. Piny Thrum

Tablas del conteo celular de la parte alta de la corola

Tabla b6. Pin y homostilica

Tabla c¢6. Thrum y homostilica

Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario Etapas | Diferencia q Valor de P Sumario
4 -1.222 2.965 P>0.05 ns 4 -4.111 9.973 P<0.001 b 4 -2.889 7.008 P<0.001 o
5 -0.222 0.539 P>0.05 ns 5 -1.556 3.774 P>0.05 ns 5 -1.333 3.235 P>0.05 ns
6 0.111 0.269 P>0.05 ns 6 -0.777 1.887 P>0.05 ns 6 -0.888 2.156 P>0.05 ns
7 -1.111 2.695 P>0.05 ns 7 0.888 2.156 P>0.05 ns 7 2.000 4.852 P>0.05 ns
8 -0.222 0.539 P>0.05 ns 8 0.333 0.808 P>0.05 ns 8 0.555 1.348 P>0.05 ns
9 -3.333 8.086 P<0.001 el 9 -2.778 6.739 P<0.001 bl 9 0.555 1.348 P>0.05 ns

N= 162 mediciones, para Pin 54 mediciones, para Thrum 54 mediciones y 54 para homostilica. ns (diferencia
no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Pruebas post-hoc de Tukey para la posicién del pistilo

Tablas de la longitud de las células de la parte baja del estilo

Tabla a7. Piny Thrum Tabla b7. Pin y homostilica Tabla ¢7. Thrum y homostilica
Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 11.90 13.18 | P<0.001 bl 4 -4.006 4.437 P>0.05 ns 4 -15.91 17.62 | P<0.001 bl

9.547 10.57 | P<0.001 e 1.534 1.699 | P>0.05 ns -8.013 8.875 | P<0.001 i

9.616 10.65 | P<0.001 i -16.83 18.64 | P<0.001 e -26.44 29.29 | P<0.001 i

2.307 2.555 | P>0.05 ns -16.16 17.90 | P<0.001 e -18.47 20.45 | P<0.001 i

-7.490 8.295 | P<0.001 i -66.12 73.22 | P<0.001 e -58.63 64.93 | P<0.001 i

O (N[O,
OO [(N|O|O;
OO (N[O|O

-3.799 4.208 | P>0.05 ns -100.6 111.4 | P<0.001 e -96.78 107.2 | P<0.001 i

N=2430 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 810 mediciones, Thrum 810 y
homostilica 810. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tablas de la longitud de las células de la parte media del estilo

Tabla a8. Piny Thrum Tabla b8. Pin y homostilica Tabla ¢8. Thrum y homostilica
Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 9.194 10.18 | P<0.001 o 4 12.39 13.73 | P<0.001 el 4 3.199 3.543 P>0.05 ns

9.915 10.98 | P<0.001 i 0.6100 | 0.6756 | P>0.05 ns -9.305 10.30 | P<0.001 o

7.062 7.821 | P<0.001 HE 3.686 4.082 | P>0.05 ns -3.376 3.739 | P>0.05 ns

-2.822 3.125 | P>0.05 ns 15.19 16.82 | P<0.001 e

-18.01 19.94 | P<0.001 i

-8.771 9.714 | P<0.001 HE 7.664 8.487 | P<0.001 e 16.43 18.20 | P<0.001 o

O (N[O,
O (N[O |0
OO (N|O|O

-21.86 24.21 | P<0.001 e -14.38 15.93 | P<0.001 e

-7.481 8.285 | P<0.001 i

N=2430 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 810 mediciones, Thrum 810 y
homostilica 810. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tablas de la longitud de las células de la parte alta del estilo

Tabla a9. Piny Thrum Tabla b9. Pin y homostilica Tabla ¢9. Thrum y homostilica
Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 -0.6607 0.7317 | P>0.05 ns 4 0.1431 0.1585 | P>0.05 ns 4 0.8038 0.8902 | P>0.05 ns

-2.185 2420 | P>0.05 ns -9.827 10.88 | P<0.001 e -7.642 8.463 | P<0.001 o

2.900 3.212 | P>0.05 ns -11.21 12.41 | P<0.001 e -14.11 15.63 | P<0.001 o

-9.901 10.97 | P<0.001 HE -22.83 25.29 | P<0.001 e -12.93 14.32 | P<0.001 o

-15.79 17.49 | P<0.001 e -20.48 22.68 | P<0.001 e -4.687 5.191 P>0.05 ns

O (N[O,
O (N[O |0
OO (N|O|O

-9.332 10.33 | P<0.001 HE -12.88 14.26 | P<0.001 el -3.546 3.928 | P>0.05 ns

N=2430 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 810 mediciones, Thrum 810 y
homostilica 810. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tabla a10. Piny Thrum

Tablas del ancho de las células de la parte baja del estilo

Tabla b10. Pin y homostilica

Tabla ¢10. Thrum y homostilica

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 0.6680 9.314 | P<0.001 el
5 0.9107 12.70 | P<0.001 el
6 0.2360 3.291 P>0.05 ns
7 -0.1049 1.462 P>0.05 ns
8 -0.2896 4.037 | P>0.05 ns
9 -0.1169 1.630 | P>0.05 ns

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 -0.3696 5.153 P>0.05 ns 4 -1.038 14.47 | P<0.001 e
5 0.1680 2.342 P>0.05 ns 5 -0.7427 10.36 | P<0.001 e
6 0.0682 0.951 P>0.05 ns 6 -0.1678 2.339 P>0.05 ns
7 0.2987 4.164 P>0.05 ns 7 0.4036 5.627 P>0.05 ns
8 0.1680 2.342 P>0.05 ns 8 0.4576 6.380 P<0.01 >
9 -0.1516 2.113 P>0.05 ns 9 -0.0346 0.4834 | P>0.05 ns

N=2430 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 810 mediciones, Thrum 810y
homostilica 810. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tablas del ancho de las células de la parte media del estilo

Tabla a11. Piny Thrum Tabla b11. Pin y homostilica Tabla c11. Thrum y homostilica
Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 0.2589 3.610 | P>0.05 ns 4 -0.4602 6.548 | P<0.01 ** 4 -0.7858 10.96 | P<0.001 e

-0.1920 2.677 | P>0.05 ns -0.6309 8.797 | P<0.001 e -0.4389 6.119 | P<0.05 *

-0.2238 3.120 | P>0.05 ns -0.3647 5.085 | P>0.05 ns -0.1409 1.964 | P>0.05 ns

0.1060 1.478 | P>0.05 ns 0.2318 3.232 | P>0.05 ns 0.1258 1.754 | P>0.05 ns

0.1287 1.794 | P>0.05 ns 0.1260 1.757 | P>0.05 ns -0.0026 0.037 | P>0.05 ns

O (N[O,
O (N[O |0
OO (N|O|O

0.3264 4.552 | P>0.05 ns 0.2447 3.411 P>0.05 ns -0.0817 1.140 | P>0.05 ns

N=2430 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 810 mediciones, Thrum 810 y
homostilica 810. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tabla a12. Piny Thrum

Tablas del ancho de las células de la parte alta del estilo

Tabla b12. Pin y homostilica

Tabla c12. Thrum y homostilica

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 -0.1789 2494 | P>0.05 ns 4 0.5102 7.114 | P<0.001 el 4 0.6891 9.608 | P<0.001 bl
5 -0.2240 3.123 | P>0.05 ns 5 0.4616 6.435 | P<0.01 > 5 0.6856 9.559 | P<0.001 el
6 -0.6591 9.190 | P<0.001 bl 6 0.8384 11.69 | P<0.001 e 6 1.498 20.88 | P<0.001 el
7 -0.6104 8.511 | P<0.001 bl 7 0.6142 8.564 | P<0.001 el 7 1.225 17.08 | P<0.001 el
8 -0.6642 9.261 | P<0.001 bl 8 0.04333 | 0.6042 | P>0.05 ns 8 0.7076 9.865 | P<0.001 el
9 -0.8756 12.21 | P<0.001 bl 9 0.4144 5.779 P<0.05 * 9 1.290 17.99 | P<0.001 e

N=2430 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 810 mediciones, Thrum 810 y

homostilica 810. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Pruebas post-hoc de Tukey para la posicion del estilo-conteo celular

Tablas del conteo celular parte baja del estilo

Tabla a13. Piny Thrum Tabla b13. Pin y homostilica Tabla ¢13. Thrum y homostilica
Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario

4 0.0000 | 0.0000 | P>0.05 ns 4 2.333 13.47 | P<0.001 4 2.333 13.47 | P<0.001
5 -0.4444 | 2566 | P>0.05 ns 5 1.222 7.056 | P<0.001 S 1.667 9.621 | P<0.001
6 -1.111 6.414 | P<0.01 o 6 0.5556 3.207 | P>0.05 ns 6 1.667 9.621 | P<0.001
7 0.1111 | 0.6414 | P>0.05 ns 7 0.5556 3.207 | P>0.05 ns 7 0.8889 5131 | P<0.05 -

8 0.3333 1.924 | P>0.05 ns 8 0.5556 3.207 | P>0.05 ns 8 02222 | 1.283 | P>0.05 ns
9 0.5556 | 3.207 | P>0.05 ns 9 0.8889 5131 | P<0.05 * 9 0.3333 | 1.924 | P>0.05 ns

N=162 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 54 mediciones, Thrum 54 y
homostilica 54. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tabla a14. Piny Thrum

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 0.1111 0.7529 | P>0.05 ns
S -0.4444 3.012 P>0.05 ns
6 0.0000 0.0000 | P>0.05 ns
7 1.000 6.777 | P<0.001 i
8 0.1111 | 0.7529 | P>0.05 ns
9 0.0000 0.0000 | P>0.05 ns

Tablas del conteo celular parte media del estilo

Tabla b14. Pin y homostilica

Tabla c14. Thrum y homostilica

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 1.000 6.777 | P<0.001 e
S 0.0000 0.0000 | P>0.05 ns
6 0.3333 2.259 P>0.05 ns
7 0.7778 5.271 P<0.05 *

8 -0.3333 | 2.259 | P>0.05 ns
9 -0.3333 2.259 P>0.05 ns

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 0.8889 6.024 P<0.01 **
S 0.4444 3.012 P>0.05 ns
6 0.3333 2.259 P>0.05 ns
7 -0.2222 1.506 P>0.05 ns
8 -0.4444 3.012 P>0.05 ns
9 -0.3333 2.259 P>0.05 ns

N=162 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 54 mediciones, Thrum 54 y
homostilica 54. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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Tabla a15. Piny Thrum

Tablas del conteo celular parte alta del estilo

Tabla b15. Pin y homostilica Tabla ¢15. Thrum y homostilica

Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario Etapas Diferencia q Valor de P Sumario
4 0.4444 | 2900 | P>0.05 ns 4 1.333 8.699 | P<0.001 Yes | 0.8889 | 5.800 | P<0.01 *x
S -0.7778 5.075 | P<0.05 * 5 0.0000 | 0.0000 | P>0.05 ns Yes 0.7778 5075 | P<0.05 *
6 01111 | 0.7249 | P>0.05 ns 6 0.3333 | 2.175 | P>0.05 ns 6 0.4444 | 2900 | P>0.05 ns
7 0.2222 1450 | P>0.05 ns 7 0.3333 | 2.175 | P>0.05 ns 7 0.1111 | 0.7249 | P>0.05 ns
8 0.5556 | 3.625 | P>0.05 ns 8 0.3333 | 2.175 | P>0.05 ns 8 -0.2222 | 1.450 | P>0.05 ns
9 0.5556 | 3.625 | P>0.05 ns 9 0.2222 | 1.450 | P>0.05 ns 9 -0.3333 | 2.175 | P>0.05 ns

N=162 mediciones celulares. Para el morfo Pin corresponden 54 mediciones, Thrum 54 y
homostilica 54. ns (diferencia no significativa), * (P<0.05), **(P<0.01) y *** (P<0.001).
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