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Resumen: En este estudio se describe el desarrollo de las flores masculinas y femeninas de Begonia gracilis mediante técnicas
convencionales de histologia y microscopia. La finalidad fue determinar si se desarrolla sélo uno de los verticilos o las flores se
inician como bisexuales y hay aborcion posterior del androceo o del gineceo. Los resultados indican que la unisexualidad se es-
tablece desde el meristemo, ya que en ningtin morfo floral aparecen 6rganos atrofiados. Las flores femeninas desarrollan un estilo
que se trifurca en el dpice, terminando en tres estigmas secos, bilobulados, papilosos y enrollados helicoidalmente. El 6vulo es
crasinucelado, bitégmico y andtropo, con micrdpilo anfistomo. Las flores masculinas desarrollan estambres libres y sin reminis-
cencias de gineceo. Las tétradas de microsporas son tetraédricas e isobilaterales. El grano de polen es bicelular y tricolporado,
con exina estriada y verrugada-estriada cerca de las aberturas. Por lo tanto, los resultados permiten concluir que la unisexualidad
en B. gracilis se establece desde el meristemo floral, posiblemente por mutaciones en aquellos genes homedticos que regulan el
desarrollo de los verticilos sexuales.

Palabras clave: Begonia, desarrollo floral, embriologia, monoecia, unisexualidad.

Abstract: In this study the development of the male and female flowers of Begonia gracilis is described, using conventional his-
tological and microscopic techniques. The aims were to clarify whether just one whorl is initiated on the meristem or if the flower
begins as bisexual and later abortion occurs on androecium or gynoecium. The results show that the unisexuality is established in
the floral meristem, because any floral morph develops atrophied organs. The female flowers develop a style that is trifurcate on
the tip, forming three dry, bifid, papillate, and helically twisted stigmas. The ovule is crassinucellate, bitegmic and anatropous. The
micropyle is amphistome. The male flowers develop free stamens and the gynoecium reminiscences are absent. The microspores
tetrads are tetrahedric and isobilateral. The pollen grain is bicellular and tricolporate, with striate and verrugate-striate exine near
to the apertures. Based on results we conclude that unisexuality in B. gracilis is established since the floral meristem, likely by
mutations in homeotic genes that regulate the development of sexual whorls.

Key words: Begonia, embryology, floral development, monoecy, unisexuality.

I- a monoecia, — caracterizada por la presencia de las flores
unisexuales masculinas y femeninas dispuestas sobre un
mismo individuo de la poblacién (Font-Quer, 2001; Mitchell
y Diggle, 2005; Orozco-Arroyo et al.,2009) — es un sistema
sexual que ha evolucionado en el 7% de las angiospermas,
siendo mds comun en monocotiledéneas (10% de sus espe-
cies) que en dicotiledoneas (4% de sus especies; Yampolsky
y Yampolsky, 1922). Se considera que las especies monoi-
cas estan generalmente asociadas con polinizacién abidtica
(Renner y Ricklefs, 1995). En el caso de Begonia rostrata
y B. wallichiana y otras especies, las anteras de las flores
masculinas estdn tan cerca que al liberarse el polen, éste
cae directamente sobre los estigmas de las flores femeninas

vecinas (Wilde, 2011). Sin embargo, también hay especies
monoicas dependientes de polinizadores para el transporte
de polen y pueden ser tanto autocompatibles como autoin-
compatibles (de Jong ef al., 2008; Wilde, 2011). En los sis-
temas monoicos, generalmente las flores femeninas no ofre-
cen recompensa a sus visitantes y la polinizacion se realiza
por engaifio. Los animales involucrados en el movimiento
del polen son atraidos porque los estigmas de las flores fe-
meninas mimetizan a las anteras de las flores masculinas,
siendo engafiados y efectudndose el depdsito del polen, pero
sin recibir recompensa alguna (Dafni, 1984). Se ha demos-
trado que varias especies de Begonia utilizan este sistema
de polinizacién. Entre menos discriminen los polinizado-
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res mayor serd el nimero de visitas florales para mover los
gametos de una manera mds eficiente (Agren y Schemske,
1991; Schemske et al., 1996; Le Corff et al., 1998; Castillo-
Gdmez, 1999; Castillo et al., 2002; Cozza, 2008).

Entre las caracteristicas distintivas de la monoecia como
sistema sexual se encuentran: (a) que favorece la poliniza-
cion cruzada, (b) reduce la interferencia entre el polen y el
estigma, (c) permite el control en el patrén de asignacion
sexual en ambientes variables y (d) permite el mantenimien-
to del sistema sexual en ambientes constantes (de Jong et
al., 2008).

La familia Begoniaceae se constituye por tres géneros,
Begonia, Hillebrandia y Symbegonia, los dos tltimos repre-
sentados por pocas especies, ya que la mayoria se encuen-
tran incluidas en el género Begonia (Thompson y Thomp-
son, 1981; Forrest et al., 2005; Calderon-de Rzedowski y
Rzedowski, 2005; Dewitte et al., 2011). En algunos trata-
mientos taxonomicos Symbegonia forma parte de la seccion
Petermannia del género Begonia (Forrest y Hollingsworth,
2003), pero en otros mds recientes sobre Begoniaceae, hay
un consenso en reconocer para esta familia sélo dos géneros
bien diferenciados, Hillebrandia de las Islas del Pacifico y
Begonia. Este tltimo con cerca de 1,500 especies arregladas
en 63 secciones, las cuales al momento estan poco definidas
por carencia de filogenias y por ser el mds diverso en ca-
racteres (Wilde, 2011). Cabe sefialar que el género Begonia
se distribuye con 600 especies en América, 650 en Asia y
140 en Africa (Forrest y Hollingsworth, 2003; Dewitte et
al., 2011). En México 74 especies (de 100 que existen) son
endémicas y se localizan desde los estados del norte hasta
la zona sur del pafs (Burt-Utley, 1990; Caballero-Quiroz,
2002).

Begonia gracilis pertenece a la seccion Knesdeckia. Es
una hierba perenne, con inflorescencias compuestas por
flores masculinas y femeninas, de color rosa y sin aroma
aparente al olfato humano (de Lange y Bouman, 1999; Rojo
y Rodriguez, 2002; Calderén-de Rzedowski y Rzedowski,
2005). Las flores masculinas de B. gracilis producen polen
como recompensa para los visitantes que incluyen abejas
(Apis mellifera y Halictidae sp.), moscas (Syrphidae sp.)
y mariposas (Lycaenidae sp., Castillo-Gdmez, 1999). Esta
especie puede alterar sus patrones de asignacion sexual, en
respuesta a las variaciones en los niveles de polinizacidn,
lo cual puede ocurrir por: (1) la diferenciacién de un ma-
yor nimero de meristemos florales de uno de los dos sexos
0 (2) por medio de la aborcion en el meristemo floral de
los primordios de los estambres o de los carpelos (Lopez y
Dominguez, 2003; Lopez-Mendoza, 2004; Chdvez-Garcia,
2009). Pero no se sabe como ni cudndo se establece la uni-
sexualidad, es por esto que consideramos necesario estudiar
las fases de desarrollo que definan cudl es el patrén de desa-
rrollo unisexual en B. gracilis, ya que en otras especies hay
reminiscencias de uno de los verticilos sexuales. A pesar de
que B. gracilis es autocompatible (Castillo-Gdmez, 1999;
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Castillo et al., 2002), el porcentaje de semillas formadas
naturalmente es muy bajo, por lo que se indago sobre la fer-
tilidad de los évulos y el polen. Debido a que existen contro-
versias embrioldgicas para el género Begonia, este estudio
también generd informacion morfolégica y embriolégica de
B. gracilis que contribuye a resolver esta situacidn.

Materiales y métodos

Seleccion y fijacion del material biologico. Se colectaron
botones florales, flores en antesis y frutos de al menos 30
individuos de Begonia gracilis ubicados en la Reserva Eco-
16gica del Pedregal de San Angel (en el campus de la Uni-
versidad Nacional Auténoma de México, en la Ciudad de
Meéxico). De cada individuo se recolectaron 8-10 frutos y
flores de cada etapa de desarrollo, tanto masculinas como
femeninas. Las flores y frutos fueron fijados en FAA (for-
mol, dcido acético, etanol y agua 2:1:10:7). Se realizaron
conteos de 6vulos y estambres para conocer el nimero pro-
medio que produce B. gracilis. El ejemplar de herbario se
deposité en el Herbario de la Facultad de Ciencias de la Uni-
versidad Nacional Auténoma de México, bajo el nimero de
FCME 132723.

Microscopia optica. Las muestras se deshidrataron en una
serie de etanoles graduales (50%, 70%, 85%, 96%, 100% y
100%), se incluyeron en LR-White o en Paraplast Plus y se
obtuvieron cortes histolgicos de uno y ocho um de grosor,
respectivamente, los cuales se tifieron con azul de toluidina
o safranina-verde rdpido en metilcelosolve, para posterior-
mente ser montados con Entellan y observados con micros-
copia Optica. Algunos cortes histolégicos fueron usados
para realizar pruebas histoquimicas como: dcido peryddico
y reactivo de Schiff para carbohidratos, azul negro de naftol
para proteinas y vainillina al 10% para taninos condensados
(Johansen, 1940; O’Brien y McCully, 1981; Ruzin, 1999;
Lopez-Curto et al., 2005).

Microscopia electronica de barrido. Algunas muestras des-
pués de ser fijadas en FAA se deshidrataron en etanoles gra-
duales (30%, 50%, 70%, 85%, 96%, 100%) se procesaron
en una secadora de punto critico con CO,, se cubrieron con
oro y se observaron en un microscopio Hitachi S-2460N
(Véazquez-Nin y Echeverria, 2000). También se acetolizaron
granos de polen de anteras colectadas de flores en antesis
maceradas en seco y a las cuales se les agregd anhidrido
acético y dcido sulfurico. El material se mantuvo en agita-
cion continua entre 65 y 70 °C durante ocho minutos. Pos-
teriormente, se centrifugé a 2,500 rpm durante 10 minutos
con 4cido acético concentrado. Se decantd y se lavo en agua
para ser tamizado y concentrado por centrifugacién. Los
granos de polen se colocaron en portaobjetos y se monta-
ron con gelatina glicerinada (Erdtman, 1943; Lépez-Curto
et al., 2005).
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Resultados

Morfologia de la flor femenina. Todos los individuos de la
poblacién de Begonia gracilis analizados fueron monoi-
cos, con inflorescencias compuestas por flores masculinas
y flores femeninas, en antesis ambas de color rosa intenso
y sin reminiscencias de ninguno de los verticilos opuestos
(Figura 1A). Las flores femeninas estdn formadas por cinco
tépalos ovados de diferente tamaifio (Figura 1B). Las partes
del perianto estdn fusionadas a lo largo del ovario infero
(Figura 1C) y forman en la parte distal de éste un cuello
estrecho, justo a la altura de la insercién de la base del estilo
en el ovario, en cuyo dpice se trifurca para formar tres esti-
los independientes, donde cada uno termina en un estigma
amarillo y bilobulado (Figura 1C, D). Cada l6bulo estigmd-
tico se encuentra enrollado de forma helicoidal y lleno de
papilas, las cuales son abundantes, unicelulares y alargadas
(Figura 1E-G).

El surgimiento y desarrollo de los estigmas tiene una se-
cuencia compleja. Al inicio del desarrollo el estilo, formado
por tres carpelos fusionados, se alarga ligeramente, pero en
el dpice, cada carpelo se independiza en un estilo, de los
cuales comienzan a surgir los primordios de los estigmas.
Cada estigma se bifurca tempranamente dobldndose sobre s{
mismo, a la vez que sus extremos forman dos I6bulos, que
se enrollan siempre hacia el centro de la flor (Figura 1H-J).
En una vista frontal, se observa que uno de los I6bulos estig-
madticos se enrolla en direccion a las manecillas del reloj y
el otro I6bulo en sentido opuesto (Figura 1K-M). Los estilos
se van alargando ligeramente, distinguiéndose la indepen-
dencia de éstos a la altura en que se insertan los estigmas
(Figura 1L, M), pero fusionados en una sola estructura en
la insercion con el ovario (Figura 1D). Conforme avanza el
desarrollo estilar, también es evidente la diferenciacion tisu-
lar en los estigmas, ya que al terminarse su enrollamiento,
surgen de la epidermis interna del carpelo las miltiples pa-
pilas estigmadticas unicelulares. Los estigmas son papilosos
y de tipo seco, porque no se distingue secrecion alguna al
momento de la antesis (Figura 1F, G).

El ovario infero estd conformado por tres l6culos; posee
un ala mayor (prolongacion lateral del carpelo), de tamafio
variable y triangular, las otras dos alas de los otros carpelos
son mds pequeiias y redondeadas. Asimismo, se observa la
presencia de numerosos tricomas glandulares pluricelulares
en la epidermis externa. En cada l6culo hay una placenta
axial y bilamelar a la que estdn unidos numerosos 6vulos
(Figura IN). La morfologia de los évulos en desarrollo
muestra el surgimiento de los primordios ovulares (Figura
10), el inicio de la curvatura de cada évulo, el poco alar-
gamiento del funiculo, el surgimiento del primordio del te-
gumento interno y del tegumento externo (Figura 1P), as{
como la elongacién de este ultimo (Figura 1Q) para cubrir
al tegumento interno. Aunque en esta etapa el tegumento in-
terno no ha cubierto a la nucela, lo cual ocurre después (Fi-
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gura 1R). El évulo maduro es casi sésil, ya que el funiculo
es corto (Figura 1S). El micrépilo estd formado por ambos
tegumentos (Figura 1T).

Desarrollo del gineceo. Una vez que se cierran los carpelos
para la formacion del ovario, surge el primordio del estilo, el
cual en su base serd una sola estructura, pero se trifurca en la
zona distal para formar tres estilos independientes; de cada
uno de ellos surge un primordio de estigma (Figura 2A).
Cada estigma comienza a bifurcarse y a diferenciarse de
manera helicoidal (Figura 2B). El tejido de transmisién sale
del centro de las placentas hacia la parte superior del ovario
y penetra a la base del estilo y en el dpice se dirige hacia
cada uno de los tres estilos independientes. Se observaron
sustancias ergdsticas taniniferas en algunas células de los
estigmas y estilos en formacién (Figura 2C). En el interior
del ovario joven, la placenta se diferencia desde etapas muy
tempranas y conforme los carpelos se cierran para formar un
ovario trilocular, algunas de las células de la epidermis in-
terna comienzan a secretar sustancias ergdsticas taniniferas.
Hay drusas en la pared del ovario y en la epidermis externa
se observan tricomas en desarrollo. Las células de la proto-
dermis y de la subprotodermis que corren a lo largo de la
placenta comienzan a dividirse en varios planos, formando
ligeras protuberancias (Figura 2D), de las cuales surgen los
primordios de los 6vulos, los cuales se distinguen por una
protodermis y bajo ella se forma una célula arquesporial (Fi-
gura 2E). Los primordios de 6vulos comienzan a curvarse
y a partir de divisiones en la protodermis y subprotoder-
mis surgen los primordios del tegumento interno y externo.
Cada primordio de tegumento es biestratificado y aunque
el tegumento interno es el primero en surgir, el tegumen-
to externo crece rdpidamente y cubre al tegumento interno.
El nimero de évulos promedio por ovario es de 10,872 (+
830.3,n=16).

Megasporogénesis y megagametogénesis. La célula arques-
porial se divide y forma a una célula parietal en posicién
subepidérmica y una célula madre de la megaspora (Figura
2F). Ocurre la meiosis en la célula madre de la megaspo-
ra formando una tétrada lineal de megasporas rodeada ain
por la nucela (Figura 2G). La megaspora funcional es la ca-
lazal y entra en mitosis para iniciar la formacion del saco
embrionario tipo Polygonum, mientras que las tres micros-
poras restantes degeneran al mismo tiempo que la nucela
(Figura 2H). Las dos mitosis posteriores (Figura 2I) para
la formacién del saco embrionario evidenciaron que €ste es
heptacelular y octanucleado. Se observaron las tres antipo-
das, las cuales son efimeras (Figura 2J), la célula central
binucleada, la ovocélula y las dos sinérgidas en diferentes
cortes histologicos.

Los tegumentos se distinguen claramente durante la di-
ferenciacion de la megaspora funcional, cuando el 6vulo se
curva completamente convirtiéndose en andtropo. El tegu-
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Figura 1. Inflorescencia y morfologia de la flor femenina y 6vulos. A, inflorescencia con flor masculina (fm) y femenina (ff). B, vista fron-
tal de flor femenina. C, flor femenina mostrando el ovario infero (flecha). D, zona estilo-estigma, los estigmas maduros son bilobulados,
el estilo es una sola estructura basal, pero en el dpice se trifurca. E, estigma y estilo (flecha) en vista lateral. F, dos de los tres estigmas
maduros en vista frontal. G, papilas estigmadticas unicelulares. H-I, estigmas jévenes en vista lateral y frontal respectivamente, iniciando
la bifurcacién de cada 16bulo (flechas). J-K, estado de desarrollo intermedio de los estilos y 16bulos estigmaticos enrolldndose helicoidal-
mente, vistas lateral y frontal respectivamente. L-M, vista lateral y frontal respectivamente de los estigmas (eg) previos a la diferenciacion
de papilas, se observa la parte libre de cada estilo (flecha); cada 16bulo estigmdtico (cabeza de flecha) se enrollan helicoidalmente en senti-
do opuesto. N, uno de los 16culos del ovario mostrando la placenta bilamelar. O, primordios de 6vulos. P, primordio del tegumento interno
(ti) y externo (te). Q, tegumento externo cubriendo al interno, pero no a la nucela (n). R, el tegumento externo ha cubierto al interno y a la
nucela. S, évulos maduros andtropos y casi sésiles. T, zona hilo-micrépilar de un évulo maduro. Escalas: A-C = 1 cm; D, N = 2 mm; E-F,
M=1mm;G,J =100 pm; H-I, S =200 pm; K, L = 500 um; O-R =50 pm; T =20 pum.
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Figura 2. Desarrollo del gineceo y de los 6vulos. A, corte longitudinal de botén floral femenino con primordios de estigmas (eg) y esti-
los (flechas). B, etapa intermedia de desarrollo de estigma (eg) y estilo (flechas), cuando surge el tejido de transmision (tt) y los 16bulos
estigmadticos (eg). C, corte longitudinal de botén floral cuyos estigmas (eg) y estilos muestran el tejido de transmision (flechas) en diferen-
ciacion. D, 16culo del ovario con placenta (flechas) y taninos abundantes (puntos oscuros). E, primordio de 6vulo con célula arquesporial
(flecha) rodeada por una protodermis. F, 6vulo cuya célula arquesporial se ha dividido mitéticamente en célula parietal (cp) y célula madre
de la megaspora (flecha), también se observa el primordio del tegumento interno (ti) y del tegumento externo (te). G, tétrada lineal de
megasporas (flechas) rodeada de nucela (n) en degeneracion. H, megaspora funcional (mf) y degeneracion de las tres microsporas micropi-
lares (flecha); nucela (n) degenerando. I, saco embrionario en formacion (se), algunos nticleos han migrado hacia la cdlaza y otros hacia el
micrépilo. J, saco embrionario maduro con ovocélula (flecha) y antipodas degenerando (cabeza de flecha). K, évulo joven con tegumento
interno (ti) y externo (te), rodeando a la nucela (n). L, 6vulo maduro andtropo, bitégmico casi sésil, mostrando el saco embrionario (se) y
la nucela (n). Escalas: A, E-L = 10 pm; B, D = 100 um; C =200 um.

Botanical Sciences 90 (4): 367-380, 2012 371



EL1zABETH CHAVEZ-GARCIA Y SONIA VAZQUEZ-SANTANA

mento interno es biestratificado y rodea a la nucela, la cual
se observa en degeneracion. El tegumento externo es bies-
tratificado en esta etapa, con la epidermis externa formada
de células grandes y vacuoladas. El tegumento externo cre-
ce mds que el interno, pero ambos van formando el micré-
pilo (Figura 2K). De acuerdo a los patrones de desarrollo, el
6vulo maduro se describe como crasinucelado, andtropo y
bitégmico, con el micrdpilo formado por ambos tegumentos
(anfistomo). Se observa un tapete tegumentario formado por
la epidermis interna del tegumento interno, cuyas células
se alargan radialmente con respecto al eje mayor del saco
embrionario (Figura 2L).

Morfologia de la flor masculina. En antesis consta de cuatro
tépalos, a diferencia de los cinco de la flor femenina; aunque
ambas flores son semejantes en forma y color, el tamafio di-
fiere. En el caso de las flores masculinas, hay un verticilo de
dos tépalos externos de mayor tamafio que los dos internos
(Figura 3A). Los tépalos y los pedicelos presentan tricomas
glandulares pluricelulares desde etapas tempranas (Figu-

ra 3B), ademds de estomas (Figura 3C). El androceo estd
conformado en promedio por 28 estambres independientes
(27.7 = 3.3, n = 30) que surgen del centro del receptdculo
(Figura 3D). En etapas tempranas del desarrollo los estam-
bres se distribuyen en forma de racimo desde el centro del
receptdculo; las anteras inicialmente son globosas y el fila-
mento es corto (Figura 3E). Posteriormente, se observa una
forma bilobulada y tetrasporangiada (Figura 3F). La parte
dorsal de las anteras va creciendo y ensanchandose lateral-
mente, evidenciandose la linea de dehiscencia entre los dos
microsporangios de cada 16bulo (Figura 3G). En etapa de
antesis y dehiscencia de las anteras, los filamentos se ob-
servan alargados y libres, sobre ellos descansan las anteras
globosas basifijas con una linea de dehiscencia longitudinal
corta entre cada par de microsporangios que no llega a los
extremos de éstos (Figura 3H). Los granos de polen se li-
beran en mdnadas y son tricolporados, con ornamentacién
verrugada-estriada en la zona de las aberturas y con estrias
paralelas a las aberturas en el resto de la pared del grano de
polen (Figura 31, J).

Figura 3. Morfologia de la flor masculina, anteras y granos de polen. A, flor masculina en vista frontal con tépalos de diferente tamaifio.
B, botoén floral masculino con tricomas en la epidermis abaxial de los tépalos. C, tépalo con tricomas y estomas en la superficie adaxial.
D, acercamiento al androceo. E, estambres jovenes con filamentos cortos (f) y anteras globosas (a). F, etapa intermedia del desarrollo de
las anteras, con incipiente zona de dehiscencia (flecha). G, etapa madura del desarrollo de las anteras, con linea de dehiscencia evidente
(flecha) y filamentos alargados (cabeza de flecha). H, anteras maduras con dehiscencia longitudinal (flechas) y filamento (f) alargado. I,
vista ecuatorial de granos de polen maduros, mostrando un colpo (c) y un poro (p). J, acercamiento del colpo y del poro; la exina es verru-
gada-estriada (flecha) en la zona de las aberturas y estriada en el resto de la pared (cabeza de flecha). Escalas: A=1cm; B, D, G =2 mm;
C,F=200 um; E =100 pm; H=1 mm; I =10 um; J =4 pm.
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Desarrollo del androceo. En etapas tempranas del desarrollo
de las flores masculinas, los estambres surgen de un receptd-
culo muy desarrollado, similar a un andréforo y con taninos.
Los filamentos son cortos con respecto a los primordios de
anteras. Rodeando al androceo se observan los dos verticilos
de tépalos, insertos cada uno en un nivel diferente (Figura
4A). Las anteras tienen un tejido conectivo abundante, sobre
todo en la parte dorsal, por lo que los microsporangios se
desplazan ligeramente hacia la parte ventral. En cada micros-
porangio joven se observan células arquesporiales rodeadas
por una protodermis (Figura 4B), las cuales se dividen pe-
riclinalmente diferencidndose en tejido espordgeno y capa
parietal primaria en posicién subepidérmica (Figura 4C).

Las células de la capa parietal primaria se dividen peri-
clinalmente formando dos capas parietales secundarias, la
externa e interna (Figura 4D). Ambas vuelven a dividirse,
la parietal secundaria interna forma hacia el interior al ta-
pete y un estrato de capa media; mientras que la parietal
secundaria externa forma al endotecio (ubicada en posicién
subepidérmica) y otro estrato de capa media, por lo tanto
el desarrollo de la pared de antera es de tipo bdsico (Figura
4F). Posteriormente, alguno de los estratos de la capa media
se divide periclinalmente, de tal manera que la capa media
es triestratificada (Figura 4F).

Microsporogénesis y microgametogénesis. El tejido espord-
geno también prolifera y sus células se convierten en células
madres de las microsporas (Figura 4F), cada una se rodea
por una pared de calosa, pero manteniéndose en contacto
por medio de puentes citopldsmicos. En esta etapa, la pa-
red de la antera joven estd formada por una epidermis, un
endotecio, una capa media triestratificada, cuyo estrato mds
interno comienza a colapsarse y un tapete tipo secretor, con
células alargadas radialmente con citoplasma denso (Figu-
ra 4G). Los nucleos de las células del tapete experimentan
cariocinesis, de tal manera que son binucleadas o trinuclea-
das (Figura 4H). Las células madres de las microsporas en-
tran a meiosis I, sin formacion de paredes individuales, ya
que éstas se forman al finalizar la meiosis II, por lo tanto
la microsporogénesis es de tipo simultdneo. Las tétradas de
microsporas son tetraédricas e isobilaterales rodeadas indi-
vidualmente de su propia pared y en conjunto por una pared
de calosa (Figura 41).

Las microsporas (granos de polen jévenes) se liberan de la
tétrada hacia los amplios microsporangios, los cuales estdn
muy cercanos uno de otro en cada 16bulo de la antera, ya
que el septo, que contiene sustancias ergdsticas, se va adel-
gazando y se va formando el estomio (linea de dehiscencia).
En esta etapa la pared de la antera tiene una epidermis, un
endotecio y un estrato de capa media, todas con granos de
almiddn, asi como las células del tejido conectivo, las cuales
ademds presentan drusas; las paredes de las células tapetales
se van desintegrando para liberar su contenido (Figura 47).
Antes de la dehiscencia, la pared de la antera estd formada
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por una delgada epidermis y un endotecio, cuyas células en-
grosan sus paredes celulares en forma de barra (Figura 4K).

Al momento de la dehiscencia las anteras tienen aparien-
cia redondeada y son ligeramente curvas, el pequefio esto-
mio se rompe pero sin exponer ampliamente los I6culos de
la antera como normalmente ocurre en aquellas con dehis-
cencia longitudinal (Figura 4L). Los granos de polen son
binucleados, con granos de almidén (Figura 4M) y tricol-
porados (Figura 4N). Ocasionalmente, en algunos micros-
porangios, se encontraron granos de polen germinados con
tubos polinicos largos (Figura 40).

Fecundacion y desarrollo de la semilla. Los tubos polinicos
llegan al ovario por el tejido de transmision desde las papilas
estigmadticas, estilos y placentas. Las células del tegumento
interno funcionan como un obturador, se alargan hasta po-
nerse en contacto con la epidermis placentaria para permitir
la entrada del tubo polinico al micrépilo (Figura 5A). Sélo
un tubo polinico ingresa al micrépilo (fecundacién poréga-
ma) y descarga en una de las sinérgidas para posteriormente
efectuarse la doble fecundacidn, la otra sinérgida comienza
a degenerar un poco antes (Figura 5B). Los niicleos polares
se fusionan previamente a la fecundacion, formando un ni-
cleo presumiblemente diploide que se une con uno de los
ntcleos espermaticos del tubo polinico formando el nicleo
primario triploide del endospermo, el cual sigue un patrén
de desarrollo nuclear (Figura 5C); mientras que el cigoto
entra en una etapa de letargo.

Después de varias cariocinesis en el endospermo, alrede-
dor de cada nicleo se forma una pared celular, en un patrén
casi centripeto, ya que las primeras paredes del endospermo
en formarse son las de la periferia y las del centro al final.
Una vez que la capa mds externa del endospermo se forma,
sus células se dividen anticlinalmente para formar una capa
de aleurona, mientras que el resto de las células del endosper-
mo pueden seguirse dividiendo en varios planos. Las células
endospérmicas tienen reservas de almidén (Figura 5D, E).

La primera divisidn del cigoto es transversal, ocurriendo
cuando el endospermo estd formado por unos cuantos nu-
cleos. Posteriormente, la célula apical, de las dos resultan-
tes, se divide longitudinalmente y la basal transversalmente,
como en un tipo de embriogénesis onagraceo. El desarrollo
del embrion sigue un tipico desarrollo de etapa globular (Fi-
gura 5D), de corazén y de torpedo (Figura 5F). El eje em-
brionario es ensanchado y los cotiledones son cortos. Hay
reservas almidonosas y proteinicas en los cotiledones. El
tegmen, proveniente del tegumento interno, inicialmente es
biestratificado, pero después de la fecundaciéon comienza a
colapsarse y se degrada. En contraste, las células de los dos
estratos de la testa comienzan a alargarse principalmente en
sentido cdlaza-micrépilo y a engrosar sus paredes celulares.

Morfologia del fruto y de la semilla. El fruto de Begonia
gracilis es una cdpsula trilocular, con el estigma persistente
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Figura 4. Desarrollo de las anteras y de los granos de polen. A, corte longitudinal de flor masculina con estambres desarrolldndose sobre un
receptaculo masivo (r) y con tépalos (tp). B, estambres jovenes con anteras ensanchadas mostrando el tejido arquesporial (ta) y filamentos
en diferenciacion (flechas). C, microsporangio joven mostrando el tejido esporégeno (te) y la capa parietal primaria (cp). D, microsporangio
donde se observan las divisiones periclinales de las células parietales secundarias (flechas). E, dos microsporangios divididos por un septo
(s) y mostrando una pared de antera joven (pa) que rodea al tejido esporégeno (te). F, microsporangio con células madres de las microsporas
(cmi) rodeadas por un tapete (t), dos a tres estratos de capa media (cm), un endotecio (en) y una epidermis (e). G, acercamiento a las células
madres de las microsporas mostrando los puentes citoplasmaticos (flechas), la calosa que las rodea (ca) y un tapete (t) con células alarga-
das radialmente. H, pared de antera en etapa intermedia mostrando el tapete secretor (t). I, tétradas de microsporas tetraédricas (flechas) e
isobilaterales (cabezas de flecha) rodeadas de calosa. J, microsporas unicelulares liberadas de la tétrada; se observa el septo (s) y el estomio
en formacion (flecha). K, corte transversal de antera con tapete degenerando y septos adelgazados entre los microsporangios. L, dos micros-
porangios mostrando los granos de polen y la abertura del estomio (flecha). M, granos de polen bicelulares (flechas indicando los niicleos).
N, grano de polen acetolizado; se observa uno de los colpos (c) y uno de los poros (p). O, granos de polen germinados (flecha) dentro de un
microsporangio de anteras aun cerradas. Escalas: A, E, K = 100 um; B, J, L = 50 um; C-D, F-I, M-O = 10 um.
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Figura 5. Desarrollo de la semilla. A, al momento de la fecundacion, las células del tegumento interno sobresalen del tegumento externo

(te) hasta la placenta, funcionando como obturador (bb); las cabezas de flechas indican la presencia de tubos polinicos. B, 6vulo al mo-

mento de la fecundacidn, se observa el cigoto (c), las sinérgidas degenerando (flechas) y restos del tubo polinico (cabezas de flecha). C,

endospermo nuclear (flechas); tegmen (tg) colapsdandose. D, semilla mostrando el embrién globular (em), endospermo celular joven (ec),

capa de aleurona en formacidn (flecha), tegmen (tg) y testa (ts) biestratificados. E, acercamiento al endospermo (ec) con la capa de aleu-

rona (flecha). F, embrién de torpedo con su extremo radicular (cabeza de flecha) y los cotiledones (flechas). Escalas: A = 100 um; B-C =
10 pm; D =50 pm; E =200 pum; F =25 um.

(Figura 6A, B). Los 6vulos que no fueron fecundados abortan
posteriormente y las semillas son de color café claro y ovoi-
des (Figura 6C). En semillas jovenes (antes de deshidratarse),
las células de la exotesta inicialmente son globosas (Figura
6D-F), pero conforme la semilla madura éstas se deshidratan,
de tal manera que las células de la exotesta son concavas (Fi-
gura 6G-I), con ornamentacién rugoso-estriada (Figura 6J).
Tienen un opérculo formado por las células de la exotesta en
la region hilo-micropilar y un anillo de células del collar que
son células alargadas en la exotesta, entre el opérculo y las
células de la zona calazal. Este anillo ocupa casi un tercio
de toda la cubierta seminal (Figura 6G). En semillas jovenes,
el exo- y endotegmen son uniestratificados y parenquimati-
cos, pero las paredes periclinales internas y las anticlinales de
las células de la endotesta tienen engrosamiento secundario,
siendo éste el estrato que da mayor rigidez a la semilla (se-
millas endotestales, Figura 6K). En etapa madura la semilla
consta de una cubierta seminal biestratificada, formada por
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una exotesta parenquimadtica y una endotesta rigida cuyas pa-
redes tienen engrosamientos secundarios (Figura 6L).

Discusion

En la presente investigacion se demostré que la morfolo-
gfa floral y varios de los eventos embrioldgicos encontrados
en Begonia gracilis coinciden con los de otras especies del
género Begonia analizadas por diversos autores y que se en-
cuentran concentrados en las publicaciones que describen a
Begoniaceae y Begonia (Hall, 1949; Gauthier, 1950; Davis,
1966; Corner, 1976; Johri et al., 1992; Wilde, 2011). A pesar
de que algunas caracteristicas embrioldgicas y morfoldgicas
son constantes para varias especies, no se puede generalizar
para todo el género de Begonia, mucho menos para la fami-
lia Begoniaceae. Por ejemplo, se dice que el tipo de desarro-
llo de 1a pared de la antera es dicotiledéneo; sin embargo, en
B. gracilis resultd ser de tipo bdsico.
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Figura 6. Morfologia del fruto y de las semillas. A-B, frutos en vista lateral en etapa joven y madura respectivamente, mostrando la
diferencia entre los tamafios de las alas y la persistencia del estigma (flechas). C, semillas maduras (de color café) y dvulos abortivos
(flechas). D-F, semilla joven en vista lateral (D), calazal (E), micropilar (F) y la flecha sefiala el opérculo. G, semilla madura en vista
lateral. Las células de la cdlaza (c) son mds cortas y redondeadas que las células alargadas del collar (cabeza de flecha) cercanas a las del
opérculo (flecha). H, vista calazal. I, vista micropilar. J, acercamiento de la testa con ornamentacidn rugoso-estriada. K, corte de semilla
joven mostrando la exotesta (ex), endotesta lignificindose (ed); el exotegmen (et) y endotegmen (ent) parenquimadticos. L, engrosamien-
tos de la testa de semilla madura, se observa la exotesta (ex) y la endotesta (ed). Escalas: A-B = 1 cm; C-D, F, H-I = 100 pm; E = 50 pm;
G =200 um; J =40 pm; K = 10 pm; L = 20 um.
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Swamy y Parameswaran (1960) mencionan que el tape-
te de las anteras de Begonia crenata es un tejido secretor
binucleado y Davis (1966) generaliza estas caracteristica
para el género Begonia; sin embargo, nuestros datos en B.
gracilis indican que tiene mds de dos nicleos. Asimismo,
Johri et al. (1992) sefialan que el micrépilo se encuentra en
zigzag para Begoniaceae, a diferencia de nuestras observa-
ciones que revelan un micropilo recto en B. gracilis y pone
en evidencia que el tegumento interno protruye del micro-
pilo hacia la placenta durante la fecundacion, funcionando
de esta manera como un obturador, lo cual no habia sido
mencionado para ninguna otra especie de Begonia. Algunos
autores mencionan la presencia de cristales de calcio como
cistolitos en sépalos y peciolos (Rose y Hurd-Karrer, 1927
Judd et al., 2002; Jacques y Mamede, 2005), pero en B.
gracilis no se encontraron cistolitos en ninguna estructura
floral, aunque si drusas en el conectivo de las anteras y en la
pared del ovario.

En todos los verticilos de Begonia gracilis se detectaron
taninos condensados y en algunos casos almidén, los cuales
han sido observados en los sépalos, las alas del ovario y el
androceo de otras especies del género (Lecocq y Dumas,
1975; Lecocq, 1977; Judd et al., 2002). Matthews y Endress
(2004) observaron que las c€lulas del tegumento externo del
6vulo de B. incana tienen inclusiones de taninos en la zona
calazal, en B. gracilis se encontraron células muy grandes
con engrosamientos lignificados, pero no taninos.

Algunas de las caracteristicas encontradas en Begonia
gracilis, como el desarrollo del saco embrionario tipo Po-
lygonum, el micrépilo anfistomo, la presencia de tapete
tegumentario y de una capa de aleurona, la fusién de los
ntcleos polares previa a la fecundacidn, la meiosis simultd-
nea y el polen bicelular, han sido mencionadas independien-
temente para ciertas especies de Begonia, pero no han sido
exploradas en un mismo estudio (Swamy y Parameswaran,
1960; Davis, 1966; Maheswari-Devi et al., 1982; Johri et al.,
1992; Matthews y Endress, 2004). Al parecer estos caracteres
son constantes para el género Begonia. Una de las caracte-
risticas embrioldgicas propuestas como de gran utilidad es el
tipo de engrosamientos del endotecio, la capa subepidérmica
de la antera relacionada con la dehiscencia. Esos engrosa-
mientos son tan variables dentro de la familia que pueden ser
utilizados para delimitar las secciones de Begonia (Tebbitt
y Maciver, 1999), sin embargo faltan muchas especies por
analizar. Cabe mencionar que en B. gracilis estos engrosa-
mientos resultaron ser en forma de barra.

Hay quienes describen la presencia de placentas axiales y
parietales para la familia Begoniaceae (Lecocq, 1977; Ma-
tthews y Endress, 2004). En este estudio se encontré que
en Begonia gracilis la placentacion es axial, la diferencia
puede estar dada por el grado de expansion de la zona pla-
centaria, por el nimero de carpelos involucrados o por el
grado de fusion a lo largo del carpelo.

Entre la nueva informacién que aporta el presente estu-
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dio se encuentra la controversial ornamentacion de la testa,
nosotros consideramos que es del tipo rugoso-estriada y no
granular como lo mencionan de Lange y Bouman (1999)
para esta misma especie, lo cual, puede deberse a una ma-
linterpretaciéon de estos autores. Por otra parte, los estam-
bres de Begonia gracilis no estdn unidos por la base como
describe Castillo-Gdmez (1999). Calderén-de Rzedowski y
Rzedowski (2005) mencionan en la descripcion del géne-
ro Begonia que los estambres pueden estar unidos, pero no
sucede asi para B. gracilis. En nuestros resultados demos-
tramos que cada antera tiene su propio filamento y surgen
de un receptdculo pronunciado, similar a un andréforo si
consideramos como definicion botdnica: “prolongacién del
eje floral que sostiene al androceo” (Font-Quer, 2001). Sin
embargo, en algunas familias de angiospermas este término
se utiliza para describir una estructura compleja, como es el
caso de algunas especies de Triuris (Triuridaceae), donde el
andrdéforo tiene prolongaciones laterales aladas y deltoides,
en cuya base se insertan las anteras y hay cavidades secre-
toras (Ambrose et al., 2006), al igual que en el andréforo
de Sterculia (Sterculiaceae, Mondragén, 2005). Si compara-
mos a B. gracilis con esas familias, los estambres no se en-
cuentran insertos en ningin andréforo como tal, sino libres
e independientes sobre un receptdculo prolongado, pero sin
mayor diferenciacion de tejidos.

Las capas medias no son efimeras como se generali-
za para la familia Begoniaceae (Davis, 1966; Johri ef al.,
1992), ya que en Begonia gracilis persisten hasta que las
microsporas se liberan de las tétradas. En B. gracilis se for-
man tétradas de microsporas tetraédricas y también isobila-
terales, lo cual sélo habia sido descrito para B. dichroa por
Maheswari-Devi ef al. (1982). En cuanto a la presencia de
estilos, algunos autores no los mencionan o no dejan clara
su existencia. Incluso algunos los confunden con estigmas
(Davis, 1966; Hickey y King, 1981; Johri ef al., 1992; Judd
et al.,2002; Forrest et al., 2005). Sin embargo, si se mencio-
nan para B. tuberhybrida (Lecocq y Dumas, 1975; Lecocq,
1977), B. dregei (Charpentier et al., 1989), B. incana (Ma-
tthews y Endress, 2004) y B. pulvinifera (Peng et al., 2006).
Suzuki y Hiura (1984) encuentran para B. semperflorens que
dos de los estilos se encuentran fusionados y el tercero (y
correspondiente al carpelo que forma el ala mayor del ova-
rio) se encuentra libre. En el presente estudio se demuestra
que en B. gracilis los carpelos en la base del estilo estdn
fusionados formando una sola estructura, pero en el dpice se
separan en tres y a partir de cada uno de estos estilos surge
un estigma.

Con respecto a la formacion de semillas, Castillo et al.
(2002) mencionan que sélo el 8% de las flores de Begonia
gracilis forman frutos, lo cual sugiere que puede ocurrir un
aborto post-fecundacion, ya que en nuestras observaciones
de frutos disectados bajo el microscopio estereoscopico, se
detectaron muchos évulos no fecundados (ver Figura 6C),
pero no fueron cuantificados. Otra explicacion posible dada
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por Castillo-Gdmez (1999) y Lépez y Dominguez (2003) es
que los polinizadores no son del todo eficientes en el movi-
miento de polen, ya que cuando se realizan polinizaciones
manuales, la produccion de frutos aumenta considerable-
mente, hasta siete veces mas. No obstante, nuestras observa-
ciones registran una gran cantidad de tubos polinicos sobre
la placenta y cerca del saco embrionario, lo cual sugiere que
el nimero de tubos polinicos podria no ser la causa de la
poca produccién de semillas en B. gracilis. Sin embargo, se
requiere de un andlisis cuantitativo que demuestre si el nu-
mero de tubos polinicos que llegan al ovario son suficientes
para polinizar a los cientos de 6vulos presentes en cada 16-
culo. Los resultados de polinizaciones manuales realizadas
por Le Corff et al. (1998) en B. tonduzii y en B. urophylla,
sugieren que la formacion de los frutos en la naturaleza se
puede ver afectada por la baja eficiencia de los polinizado-
res y lo comprobaron al realizar polinizaciones manuales,
encontrando que la formacion de frutos aument6 en mds de
un 28% en B. tonduzii y en un 9-13% en B. urophylla.

Los individuos de la poblacién estudiada de Begonia
gracilis han mostrado ser autocompatibles (Castillo-Gdmez,
1999), lo que sugiere que la autogamia es un sistema de en-
trecruzamiento que ocurre con cierta frecuencia en esta es-
pecie. A pesar de ello, la reproduccién cruzada (xenogamia)
se ve favorecida por la conducta de sus polinizadores (abe-
jas, moscas y mariposas), los cuales visitan generalmente
s6lo un morfo sexual antes de volar hacia otro individuo
(Castillo-Gdmez, 1999; Castillo et al., 2002). En algunas
especies monoicas, como en B. gracilis, el tiempo de apari-
cion de flores de uno u otro sexo no ocurre al mismo tiem-
po. Generalmente las de aparicién temprana son las flores
masculinas y las tardias son las femeninas, lo cual favorece
la xenogamia. Se propone que en esta especie, algunos in-
dividuos producen sélo flores femeninas, como respuesta a
un ambiente con abundante polen (producido por otros indi-
viduos), lo que sugiere que este tipo de influencia ambiental
puede ser un factor bdsico para entender la evolucion de los
sistemas reproductivos en plantas (Harder et al., 2000), en
particular en B. gracilis (Castillo-Gdmez, 1999; Castillo et
al., 2002; Lépez y Dominguez, 2003).

Entre los muchos factores que pueden estudiarse para ex-
plicar la existencia de los sistemas monoicos, Cozza (2008)
analiz6 la influencia del fotoperiodo y la disponibilidad de
nutrimentos como el nitrégeno sobre plantas de Begonia
urophylla, tratando de correlacionarlos con la expresion
sexual. Entre otras cosas, €l observé que la reduccién del
fotoperiodo induce la floracién de esta especie. Asimismo,
la disponibilidad de nitrégeno afecta el tamafio de la planta
y la expresion sexual. Las plantas mds grandes de B. uro-
phylla producen mds flores, sobre todo femeninas y por lo
tanto también se ve favorecida la produccion de frutos y
semillas, pero los estudios sobre estos tépicos siguen siendo
escasos en las especies de Begonia.

En este estudio se demostré que en Begonia gracilis la
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unisexualidad se presenta desde el inicio del meristemo
floral, ya que después de que surgen los primordios de los
tépalos, el meristemo floral se consume para dar origen a los
estambres (en el caso de las flores masculinas) o carpelos
(en el caso de las flores femeninas). Lo anterior correspon-
de a un tipo de desarrollo de flores unisexuales “por supre-
sion” de acuerdo a la clasificacién propuesta por Mitchell
y Diggle (2005) para otras angiospermas y representa un
patrén de desarrollo poco frecuente en las angiospermas. El
patrén de desarrollo floral unisexual alternativo propuesto
también por estos autores implica que el meristemo floral
se inicia como bisexual y después, “por aborto” de uno de
los dos verticilos sexuales (en alguna etapa de su desarro-
llo), sélo quedan reminiscencias del verticilo abortado. No
se descarta que este segundo patrén de desarrollo pudie-
ra estar operando en algunas especies del género Begonia
donde existen ambos verticilos sexuales en una misma flor,
aunque uno generalmente se encuentre atrofiado, como en
B. semperflorens, B. semperflorens var. gigantea, B. tuber-
hybrida e incluso en Hillebrandia sandwicensis (Dimmer,
1912; Matzke, 1938; Lecocq y Dumas, 1975; Matthews y
Endress, 2004). Con respecto a B. semperflorens, Suzuki y
Hiura (1984) encuentran que ademads de las flores unisexua-
les masculinas y femeninas, hay flores bisexuales andmalas.
Al describir la morfologia encuentran que varios évulos es-
tan expuestos debido a que los carpelos no se cierran com-
pletamente y por tanto no serian fértiles. Sin embargo, no
queda claro el por qué de la presencia de estos tipos florales
con ambos sexos. Cozza (2008) también registré fenotipos
hermafroditas en plantas de B. urophylla. En uno de estos
individuos se observaron anteras y estigmas y el ovario
poco desarrollado. Wilde (2011) menciona que a excepcidn
de flores aberrantes, las flores pistiladas no contienen rudi-
mentos de estambres. Lo anterior puede entenderse como
la aceptacion general de que la presencia de los dos sexos
en una misma flor de Begonia deberfa interpretarse como
eventos esporadicos y no como una confirmacion de herma-
froditismo.

La situacién floral unisexual en los sistemas monoicos
podria ocurrir por alguna alteracion en la cascada de regula-
cion asociada a la via de diferenciacion controlada por ge-
nes homeoticos que determinan la identidad de los verticilos
sexuales (Coen y Meyerowitz, 1991). Debido a que cada
individuo de Begonia gracilis tiene la capacidad genética de
formar tanto flores masculinas como femeninas, esto sugiere
que los genes homedticos estarfan bajo un control epigené-
tico, el cual estaria silenciando a los genes homedticos que
disparan el desarrollo del gineceo en las flores masculinas y
del androceo en las femeninas. Un ejemplo de esto sucede
en Cucumis melo, una especie monoica donde la expresion
del factor de transcripcién CmWIP1, lleva a la aborcién de
los carpelos dando origen a flores masculinas. En esta espe-
cie, el promotor de CmWIP] se encuentra silenciado por un
mecanismo epigenético que resulta en la formacion de flo-
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res femeninas en lineas ginodioicas (Martin et al., 2009).

Basados en nuestros resultados consideramos que en el
futuro, las investigaciones en Begonia gracilis podrian di-
rigirse a estudiar como es el control genético involucrado
en la diferenciacion de flores masculinas y femeninas, as{
como en entender la baja eficiencia en la produccién de se-
millas a pesar de que los granos de polen y évulos que se
forman son muchos.
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