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I. RESUMEN

Se realizé el andlisis histolégico del desarrollo del ovario de Laelia gouldiana
(Orchidaceae), especie catalogada por la Norma Oficial Mexicana NOM-059 como
Extinta en la naturaleza. Se llevé a cabo la recolecta de botones florales antes y
después de haber realizado la polinizacion cruzada de forma manual y de la
capsula durante su desarrollo. Las recolectas se realizaron cada 15 o 30 dias
aproximadamente para obtener diferentes etapas del desarrollo. Las muestras se
fijaron en Navashin, se deshidrataron en alcohol terbutilico y procesaron para ser
incluidos en Paraplast®; los cortes obtenidos se tifieron con Safranina Verde-
Rapido. Se observo que en el pedunculo floral se localiza el ovario sincarpico del
tipo paracérpico, tricarpelar, unilocular con placentacion parietal. La placentacion
inicia durante el desarrollo de los botones, formandose primordios de évulo y en la
antesis se presentan células arqueosporiales. Después de los 50 dias de la
polinizacién, la célula arquesporial se desarrolla directamente en la célula madre
de la megaespora, a los 70 dias después de la polinizacion se desarrollan los
tegumentos, primero el interno en forma de anillo y después el externo, al mismo
tiempo el 6vulo se curva ligeramente y continua hasta que el micrépilo y el funiculo
se encuentran cerca entre si y los tegumentos han terminado su crecimiento (83
dias). Los sacos embrionarios maduros se observan a los 93 dias y a los 114 dias
las semillas contienen un embrion pequefio. Los O&vulos son anétropos,
bitegumentados y tenuicelados. El presente trabajo describe el sindrome de post-

polinizacién y es el primer estudio del desarrollo embrionario de L. gouldiana.
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ll. INTRODUCCION

Las orquideas son consideradas entre las plantas mas evolucionadas,
presentan gran diversidad y variabilidad morfolégica. Se distribuyen en casi todas
las regiones del planeta, excepto los desiertos extremos y en las tierras
permanentemente heladas, son mejor representadas en los trépicos, donde la
mayoria son epifitas, mientras las especies de las zonas templadas y frias son
terrestres (Velasco y Beltran, 2008).

México alberga una notable riqgueza de orquideas representada con 1,106
especies y subespecies repartidas en 159 géneros, de las cuales 444 especies
son endémicas (Hagsater et al., 2005; Halbinger y Soto, 1997).

Las flores han llamado la atencién en la época de Charles Darwin y han
sido estudiadas desde el punto de vista ecoldgico (Singer, 2009), y proporcionan
el ejemplo del desarrollo ovarico mediante la polinizacion. Las orquideas
presentan el sindrome de post-polinizaciéon que incluye eventos de desarrollo de
polinizacion regulada que preparan colectivamente a la flor para la fertilizacion y la
embriogénesis, provocando la pérdida de o6rganos florales (O'Neill, 1997). Asi
mismo se ha observado que en la antesis el ovario es inmaduro pero después de
la polinizacion existe la diferenciacion del 6vulo, el crecimiento, el desarrollo y la
formacion del saco embrionario en preparacion para la llegada del tubo polinico en
crecimiento para la posterior fertilizaciéon (Zhang y O'Neill, 1993; Tsai et al., 2008).
De manera general el 6vulo deriva de la placenta desde la pared del ovario y
dentro de este sera el sitio de la formacién del saco embrionario, fertilizacion y
embriogénesis (Reiser y Fischer, 1993), su desarrollo involucra los mismos
procesos basicos necesarios para la formacién de cualquier 6rgano de la planta,
tal como la iniciacion o formacion de un primordio, divisién y expansion celular
dirigida, asi como crecimiento asimétrico y diferenciacion (Vazquez, 2013). En la
mayoria de las especies de orquideas estudiadas se ha reportado que los évulos
son bastante rudimentarios antes de la polinizacion, lo cual proporciona una

oportunidad Unica para estudiar sus etapas de desarrollo y los del saco
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embrionario (Yeung y Sandra, 1997) no existe un unico tipo de 6vulo ni de saco
embrionario en la familia, si no que se han encontrado una gran variedad de tipos
(Arditti, 1992). Lo que si es una caracteristica general es que el ovario se alberga
en el pedunculo floral en todas las especies (Pulido et al., 2000).

El género Laelia es tipicamente mexicano y ocupa un lugar especial en la
cultura Mexicana, sus flores son usadas en celebraciones religiosas (Hagsater et
al., 2005) y se han utilizado como parte de las ofrendas en las festividades de Dia
de Muertos, debido al alto valor tanto cultural como ornamental que se le atribuye
(Halbinger y Soto, 1997; Hagsater et al., 2005), lo que ha llevado a que sean
extraidas ilegalmente para satisfacer la demanda causando la disminucion de las
poblaciones (Téllez, 2011), colocandolas en diferentes categorias de riesgo segun
la Norma Oficial Mexicana. Laelia gouldiana esta reportada como extinta en la
naturaleza y solo se ha mantenido en traspatios de localidades de la barranca de
Metztitlan en el estado de Hidalgo por los habitantes del lugar (Hagsater et al.,
2005; Téllez, 2011), aungue se presenta la formacion de capsulas, las semillas
resultantes no son viables (Hagsater et al., 2005). Debido a lo anterior en el
presente trabajo se analizé histologicamente el sindrome de post-polinizacion y el
desarrollo de los 6vulos de Laelia gouldiana para contribuir al conocimiento de la

especie y del género.
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[ll. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades de la familia Orchidaceae

La familia Orchidaceae, es una de las mas diversas dentro de las
angiospermas se estima que contiene cerca de 20 - 25 mil especies en el mundo
(Dressler, 1993; Freudenstein y Rasmussen, 1999; Chase, 2003). Debido a las
grandes variaciones adaptativas que presentan, las hay en diferentes formas,
tamafios y coloracién de sus flores (Hsiao et al., 2011), presentan habitos de
crecimiento muy variados y se consideran cosmopolitas (Bricefio, 2004).

Orchidaceae es bien conocida como una familia en la que son posibles
cruzamientos amplios para obtener hibridos interespecificos e intergenéricos que
son la base de un mercado comercial préspero. Esto se basa en la gran facilidad y
frecuencia de cruzas artificiales, pero, debido a las barreras mecénicas y la
especificidad de polinizadores, “no existe ningun paralelo en la naturaleza”
(Cameron et al., 1999).

Las orquideas son plantas herbaceas, epifitas, terrestres o litofitas con un
tallo modificado denominado pseudobulbo. Hojas radicales o caulinas con flores
solitarias 0 en racimos, espigas o paniculas laterales o terminales; la flor es
trimera y zigomorfa, generalmente hermafrodita, siempre nacen a partir de una
axila floral de una bractea foliacea o escuamiforme, generalmente en espigas o
racimos. Perianto formado de 6 segmentos libres o unidos; los tres exteriores
(sépalos), desprovistos de clorofila y los tres interiores (pétalos), los laterales
semejantes entre si y el tercer pétalo central se ha modificado y constituye el
labelo o labio usualmente mayor y mas complejo, previsto de papilas, surcos,
lamelas (Rzedowski y Rzedowski, 1990; Hagsater et al., 2005; Murguia y Lee,
2007; Velasco y Beltran, 2008).

Su gineceo es tricarpelar, con un ovario Unico, estilos y estambres Unicos.
El ovario es unilocular, es decir no tiene separaciones, y la placentacién que

presenta es parietal, aunque existen algunas especies que tienen ovario trilocular
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con placentacion axilar como Apostasioidae, Selenipedium y Phragmipedium; los
primordios seminales se encuentran a lo largo de la placenta, de forma axial
(Arditti, 1992).

Los filamentos de los estambres y el estilo estan fusionados al menos
parcialmente, formando una estructura generalmente alargada denominada
columna (Dressler, 1993; Arditti, 1992; Chase, 2003; Hagsater et al., 2005 citados
por Signes et al., 2012). El nimero de polinios refleja las particiones de la antera y
son constantes en cada especie (Velasco y Beltrdn, 2008). La capsula se
compone de tres valvas que estan delimitados por tres divisiones de dehiscencia
situadas a ambos extremos de las placentas (Lapeyre-Montes et al., 2010).

Las orquideas tienen la mas alta producciéon de semillas por fruto entre las
Magnoliophyta, contienen un millon o mas de semillas, por lo que tienen un
sistema de polinizacién especial, para fertilizar una gran cantidad de 6vulos a la
vez; en primer lugar los polinios se retiran y transportan a los estigmas
funcionando con el principio de todo o nada y en segundo lugar los polinios son
proveidos a los estigmas en grandes porciones, y contienen mas polen que 6vulos
en el ovario (Nazarov y Gerlach, 1997).

Las semillas miden entre 0.25 a 1.2 mm de largo por 0.09 a 0.027 mm de
ancho, pesan entre 0.3 y 0.15 microgramos (Arditti, 1967; Arditti y Karim, 2000),
debido a esto las semillas de orquideas son conocidas usualmente como semillas
polvo (Téllez, 2011), no presentan cotiledones ni endospermo por lo que para
germinar necesitan de la asociaciéon con un hongo, de la division Basidiomycota
(Téllez, 2011) y las hifas del hongo aportan al embridén los azlcares necesarios
para su crecimiento (Velasco y Beltran, 2008; Téllez, 2011), pero las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales han permitido el éxito en la germinacion de estas
especies, debido a que el medio de cultivo le proporciona los nutrientes necesarios

sin requerir de la asociacion con el hongo (Alberico, 2004).
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3.2 Las orquideas en México y el género Laelia

Por su ubicacion geografica, México tiene una gran riqueza de orquideas,
con un registro de 1,260 especies y 170 géneros (Halbinger y Soto, 1997,
Hagsater et al., 2005). Soto en 1995 hizo referencia de que se habian descrito
1,106 especies y subespecies distribuidas en 159 géneros, sefialando que las 444
especies 0 subespecies endémicas (40% del total registrado en el pais) colocaban
a la orquideoflora mexicana en una de las mas ricas en endemismos (Ramirez,
2004). Colombia, Ecuador y Brasil poseen mas de 3,500 especies cada uno,
ocupando los primeros lugares y México la decimosegunda posicion (Hagaster et
al., 2005).

La mayor cantidad de especies se desarrollan en las regiones ubicadas al
sur del Tropico de Cancer, desde el Pacifico al Golfo, y son los estados de
Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Veracruz y Chiapas los que presentan la mayor
rigueza (Ramirez, 2004). Los géneros mas importantes son: Cattleya, Laelia,
Epidendrum, Oncidium, Brassia, Sabralia, Stanhopea, Odontoglossum, Gongora,
Lycaste (Nava, 2008).

En la Norma Oficial Mexicana-059 se encuentran catalogadas en alguna
categoria de riesgo 188 especies de orquideas, de las cuales 75 son endémicas
(SEMARNAT, 2010) debido al comercio ilegal, cambio de uso de suelo y
deforestacion principalmente (Menchaca y Moreno, 2011). Orchidaceae se
considera como el segundo grupo de plantas con mas especies protegidas en el
pais (SEMARNAT, 2010; Beltran et al., 2012).

El género Laelia fue descrito en 1831 por el botanico John Lindley, y es uno
de los 43 géneros que constituyen la subtribu Laeliinae, se encuentra Gnicamente
en el territorio mexicano, e incluye 11 especies y una subespecie reconocida
(Halbinger y Soto, 1997; Hagsater et al., 2005; Soto-Arenas y Solano-Gomez,
2007).

Las orquideas del género Laelia son herbaceas con crecimiento simpodial;
epifitas a veces rupicolas; rizoma poco visible por el crecimiento de los

pseudobulbos, desde la parte media de estos se desarrollan los escapos florales;
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las flores son hermafroditas, grandes, vistosas que crecen sobre un escapo largo,
pueden ser una, dos o varias en racimo; los sépalos libres, extendidos, subiguales;
pétalos semejantes a los sépalos, labelo trilobado, ligeramente adnato a la
columna, l6bulos laterales envolviendo a la columna, disco liso o lamelado;
columna corta o larga, antera operculada, incumbente, loculos 2, septados,
polinios 8, 4 en cada l6culo, ovoides o comprimidos lateralemente o cerosos
(Rzedowski y Rzedowski,1990).

La maduracion de la capsula depende de la especie, en Laelia anceps de
4-5 meses (Téllez, 2011), Laelia speciosa y L. superbiens es de 10-12 meses, en
L. eyermaniana es de 7-8 meses y 6-7 meses son necesarios para el resto de las
especies (Halbinger y Soto, 1997). Los miembros del género Laelia tienen ocho
polinios en dos series, a diferencia de Cattleya que sélo presenta cuatro (Velasco
y Beltran, 2008; Menchaca y Moreno, 2011, Téllez, 2011).

Varias comunidades antropogénicas han cultivado especies del género
Laelia debido al alto valor ornamental que presentan sus flores, que se han
utilizado desde tiempos lejanos como parte de las ofrendas en las festividades de
dia de muertos, por lo que se les han atribuido diversos nombres comunes, como:
“calaverita”, “lirio de todos Santos”, “flor de muerto”, “flor de las animas”, al igual
gue otras especies los miembros de este género florecen en distintos meses del
afo y estan relacionados con festividades como el dia de las madres, el de la
Virgen de Guadalupe y fiestas patronales (Beltran et al., 2012).

Debido al uso cultural tan extenso que tienen las flores de las 11 especies
existentes, cuatro se encuentran en la NOM-059-SEMARNAT-2010: Laelia
anceps, en peligro de extincién, Laelia speciosa, bajo proteccién especial, Laelia
superbiens, amenazada y Laelia gouldiana como probablemente extinta
(SEMARNAT, 2010).

Alejandra Pardo Zigler 6
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3.3 Caracteristicas de Laelia gouldiana

El nombre se le debe al norteamericano financiero Jay Gould, de Nueva
York, gran aficionado a las orquideas hace 100 afios (Téllez, 2011); aunque fue
descrita por primera vez por Heinrich Gustav Reichenbach en 1888, pero
desconocia el lugar de origen de la planta, Reichenbach sugirié que se trataba de
un hibrido natural debido al color que presenta (Halbinger y Soto, 1997; Téllez,
2011).

Su flor se distingue por tener los sépalos y pétalos de un color purpura
calido o rojo magenta, el labelo es del mismo color, pero blanco en la garganta y
con rayas rojas bifurcadas y tres quillas amarillas con rayas rojas longitudinales
(Anexo) (Fig. 1) (Téllez, 2011), algunos ejemplares de L. eyermaniana se parecen
mucho a L. gouldiana, pero en L. gouldiana las hojas estan en posicién vertical,
con bordes puntiagudos y sus flores tienen un color magenta, pétalos mas anchos,
y la garganta muy rayada mientras los especimenes de L. eyermania son mas
pequefios (Halbinger y Soto, 1997).

Figura. 1. Escapo floral de Laelia gouldiana mostrando flores con las caracteristicas de la especie.
Tomadas en campo en la comunidad de El Veladero, municipio de San Agustin Metzquititlan Hidalgo,
México. ©Alejandra Pardo Zigler, 2014.
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Solamente se tiene registrada una recolecta en 1873 en EIl Chico, Hidalgo
de ejemplares de L. gouldiana, actualmente se encuentran creciendo sobre
arboles de mezquite ubicados en los patios de las casa de los habitantes de
algunas comunidades de la barranca de MetztitlAn, en el estado de Hidalgo
conformando grandes agrupaciones de pseudobulbos (Fig. 2), en un clima
semiarido, con lluvias en verano y poca precipitacion invernal (Halbinger y Soto,
1997; Soto-Arenas y Solano-Gémez, 2007; Téllez, 2011).

La especie se mantiene gracias al valor cultural que tiene para los grupos
indigenas de la zona principalmente de habla otomi y ndhuatl (CONANP, 2003;
INEGI, 2004) quienes utilizan sus flores en las festividades populares en las
ofrendas del Dia de Muertos, la conocen comunmente como Sanctorum, Flor de
Muerto y Monijita, debido a que su época de floracidén es en los meses de octubre y
noviembre (Soto-Arenas y Solano-Gomez, 2007; Hagsater et al. 2005; Téllez,
2011). De igual manera se ha mantenido al cuidado de los lugarefios a fin de
venderlas a quien lo solicite (CONANP, 2003).

Figura. 2: Numerosos psudobulbos de Laelia gouldiana creciendo sobre un arbol de mezquite
en la comunidad de El Veladero, municipio de San Agustin Metzquititlan Hidalgo, México.
©Alejandra Pardo Zigler, 2013.

L
0s habitantes de la zona han preservado esta especie a lo largo de muchos afios

ya que hacen referencia que sus abuelos y los abuelos de estos ya la cultivaban a
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través de la propagacion vegetativa, separando y reubicando los pseudobulbos en
nuevas horquillas y/o ramas de los mezquites. Los pobladores hacen referencia
que las “varitas” (escapo floral con 4 o 5 flores) se venden en el municipio de
Atotonilco El Grande, ofreciendo el ciento de varitas a razon de $25 - $30 pesos
mexicanos ($2 - $2.3 délares aproximadamente) (Comunicacién personal).

A pesar de que forma facilmente capsulas cuando es polinizada con polen
de otras especies, se tiene registrado que es auto-incompatible por lo que las
semillas resultantes son no viables (Hagsater et al., 2005); esto se corrobora con
lo reportado por Aguirre-Ledn y colaboradores (2005) que obtuvo semillas viables

cruzando dos especimenes de L. gouldiana aparentemente diferentes.

3.4 Polinizacion en la familia Orchidaceae

La reproduccion sexual es esencial para la supervivencia ya que el proceso
de la meiosis permite la variacion aleatoria de los genes parentales (Yeung y
Sandra, 1997). Los oOvulos son el sitio de los procesos esenciales para la
reproduccion sexual de las plantas, incluyendo la formacion del megagametofito,
la fertilizacion, la embriogénesis vy, finalmente, la formacion de la semilla (Tsai et
al., 2008). La estructura y funciones de las semillas no pueden entenderse
adecuadamente sin estudiar el évulo en todos sus aspectos (Yeung y Sandra,
1997) ya que el resultado final de la polinizacion es la fertilizacion, lo que conduce
a la formacién de cigoto y posteriormente la embriogénesis (O’'Neill, 1997) y
formacion de la semilla (Arditti, 1992).

La polinizacion es la transferencia de polen desde los 6rganos sexuales
masculinos (anteras) a los oOrganos sexuales femeninos (estigma) (Marquez,
2013); las orquideas son conocidas por su biologia reproductiva y estrategias
ecoldgicas Unicas (Tsai et al., 2008); morfologicamente diferente de otras especies
de plantas con flor en varios detalles importantes, los pétalos y los sépalos pueden
ser del mismo color; el pétalo de en medio al cual se le denomina labelo, se
modifica considerablemente y sirve como una plataforma de aterrizaje para los

polinizadores: por encima del labelo en la flor abierta de la mayoria de las
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orquideas (y debajo de ella en unos pocos) existe una estructura llamada
ginostemo o columna, que representa una fusién de los estambres (anteras y
filamentos), estigmas y estilos (Arditti, 1979; Tsai et al.,, 2008). La presencia de
este ginostemo podrian ayudar a la autopolinizacion pero los polinios y el estigma
se encuentran separados por una barrera, el rostelo, que solo ocurre en un 3% de
las especies de esta familia (Silva y Lima, 1984).

Otra de las modificaciones en las orquideas es que los granos de polen se
encuentran empaquetados en masas adhesivas denominadas polinios (Rodriguez-
Robles et al., 1992; Peter y Johnson, 2009), los cuales son transportados por los
polinizadores como unidad, consecuentemente un solo evento de polinizacién es
suficiente para fertilizar la mayoria de los évulos (Rodriguez-Robles et al., 1992)

Se le ha denominado autogamia cuando el polen de la misma flor es
depositado en su propia superficie estigmatica (Singer y Sazima, 2001). A pesar
de que en las orquideas se mantiene la auto-compatibilidad (Tremblay et al., 2005)
como sucede con Comparettia falcate (Rodriguez-Robles et al., 1992), Prescottia
densiflora, P. plataginea, P. stachy (Singer y Sazima, 2001) y Acrolophia
cochlearis (Peter y Johnson, 2009); existen algunas especies auto-incompatibles
tales como Gomesa bifolia y numerosas especies de la subtribu Oncidiina
(Tremblay et al., 2005; Torreta et al., 2011), especificamente en varias especies
del género Oncidium, Vanda, Burlingtonia, Gomeza, Notylia, Rodriguesia y
Stigmatostalis (Silva y Lima, 1984).

Aunque en la mayoria de las plantas con flores el ovario madura durante el
desarrollo de la flor y los évulos estdn completamente formados antes de la
polinizacion, y listos para ser fertilizados por lo general poco después de la
polinizaciéon (Yu y Goh, 2001; Tsai et al., 2008), en muchas otras flores la
polinizacién regula un sindrome de respuestas que contribuye a la reproduccion
sexual satisfactoria en plantas superiores (O’Neill, 1997).

En las orquideas durante la floracion o antesis, el ovario es inmaduro y
carece de ovulos, la placentacion se encuentra en forma de ancla y las células

muy juntas dejando poco espacio en la parte central del ovario (Zhang y O’Neill,
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1993), y el desarrollo del évulo se inicia después de la polinizacion exitosa (Yeung
y Sandra, 1997).
En estudios realizados en

Orchis  champagneuxii,  Orchis

Cavidad

mascula, Orchis olbiensis, Orchis delovario e
spitzelli, Ophrys fusca, Ophrys
lutea, Ophrys tenthredinifera vy
Ophrys scolopax reportaron que el
ovario se alberga en el pedunculo
floral, es tricarpelar sincarpico
unilocular, con placentacion _ g _ _

Figura. 3: Seccion transversal del ovario de Orchis
parietal (Fig.3) y contiene lutea. Modificada de Pulido et al., 2000.
numerosos primordios seminales

(Pulido et al., 2000).

3.5 Sindrome de post-polinizacién en la familia Orchidaceae

Se ha reportado que el desarrollo del 6vulo se desencadena después de la
polinizacion (Zhang y O’Neill, 1993; Yu y Goh, 2001), la polinizaciéon induce la
diferenciacion del évulo, el crecimiento, el desarrollo y la formacién de saco
embrionario en preparacion para la llegada del crecimiento del tubo polinico y la
fertilizacion (Zhang y O’Neill, 1993), provocando la pérdida de érganos florales que
han terminado su funcion en la dispersion de polen y la recepcion (O'Neill, 1997), a
esto se le denomina sindrome de post - polinizacion (Arditti, 1979; Zhang y O’Neill,
1993) y se puede iniciar con polen viable o inviable, aunque el efecto del mismo
puede disminuir (Arditti, 1979). Los procesos que lo componen es la senescencia
del perianto y abscision de érganos florales, cambios en la pigmentacion, la
maduracion del ovario, desarrollo y diferenciacion del évulo y gametofito (Zhang y
O’Neill, 1993; O’Neill, 1997) pero el efecto méas significativo es la formacion del
ovulo (Arditti, 1979) previo a la fertilizacion (O'Neill, 1997).
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Los signos de polinizacion exitosa es la senescencia del perianto que es el
rapido marchitamiento de sépalos y pétalos, pérdida de pigmento para que los
recursos se redirijan hacia el desarrollo de los évulos y la posterior embriogénesis
después de la fecundacion (Yu y Goh, 2001), otro es la ampliacion de la columna
(ginostemo) (Swamy, 1942). Esto hace a las orquideas sistemas atractivos para la
investigacion de la iniciacion del 6vulo y su posterior desarrollo (Yu y Goh, 2001).

Peter y Johnson (2009) observaron en Acrolophia cochlearis que después
de haber sido removidos los polinios, los pétalos y sépalos se cerraron alrededor
de la columna y el labelo se pleg6, se puso rigido y cambio de un color blanco o
crema a un color amarillo-cremoso oscuro y los sépalos y pétalos se tornaron
cafés. Por otro lado algunas especies de Phalaenopsis los sépalos y los pétalos se
tornan verdes y fotosintéticos después de la polinizacion, para proporcionar
fotosintatos durante un periodo prolongado de muchos meses hasta que la
capsula este madura (Yu y Goh, 2001).

Pero la regulacion del desarrollo del megagametofito por la polinizaciéon no
se limita a las orquideas ya que es una caracteristica de reproduccion de plantas
superiores (O’Neill, 1997). El megagametofito, también conocido como gametofito
femenino o saco embrionario tiene una posicidon central en el évulo (Vazquez,
2013). En muchas especies el desarrollo del megagametofito se completa por la
polinizacion, en Prunus dulcis (almendra) el desarrollo del 6vulo est4 detenido en
la etapa del megasporocito antes de la antesis y se completa solo después de la
polinizacién (Pimienta y Polito, 1983).

La regulacibn de la megasporogenesis y megagametogénesis de las
orquideas por la polinizacién se relaciona con su ecologia reproductiva, ya que
existe una baja probabilidad de que la polinizacién se lleve a cabo debido a que
los polinizadores son altamente especificos, por lo cual la longevidad de las flores
de orquideas fue una adaptacién para aumentar la probabilidad de la polinizacién
(Tsai et al., 2008); es decir, la estrategia reproductiva de las orquideas consiste en
desarrollar el megagametofito después de la polinizacion, cuando esta casi
asegurada la fertilizacion (O’Neill, 1997; Tsai et al., 2008), maximizando el nUmero

de frutos producidos (Cozzolino y Widmer, 2005).
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En las orquideas se encuentran tres diferentes estrategias reproductivas:

En ovarios no polinizados los Ovulos estan completamente ausentes y su
desarrollo se desencadena por la polinizacion como: Cattleya, Sophronitis,
Epidendron, Laelia, Phalaenopsis, Dendrobium, Doritis (O’Neill, 1997; Tsai et al.,
2008).

Antes de la polinizacion se encuentran primordios de Ovulos pero
permanecen suspendidos en una etapa premeibtica hasta que la polinizacién
provoca un mayor desarrollo del évulo como en: Cypripedium, Paphiopedilum,
Phragmipedium, Herminium, Epipactis, Platanthera (O’Neill, 1997; Tsai et al.,
2008), Comperia comperiana, Dactylorhiza incarnata, Dactylorhiza romana,
Ophrys mammosa ssp. mammosa, O. scolopax ssp. cornuta, Orchis coriophora,
O. picta, O. provincialis, O. simia, O. tridentata, Platanthera bifolia, Platanthera
chlorantha y Steveniella satyrioides. (Nazarov y Gerlach, 1997).

Aquellas que poseen 6vulos que estan listos para la fertilizacion en el
momento de la antesis, en Epipogium aphyllum, Hetaeria shikokiana (Tsai et al.,
2008) y Epipogium roseum (Govindappa y Karanth, 1981)

El desarrollo del 6vulo es indispensable con el fin de comprender la
informacion sobre los procesos reproductivos, las orquideas al no tener los 6vulos
totalmente desarrollados sino rudimentarios hasta el éxito de la polinizacion,
proporciona una oportunidad para estudiar los eventos de desarrollo del 6vulo vy el

saco embrionario (Yeung y Sandra, 1997).

3.6 Generalidades del desarrollo del 6vulo y sus caracteristicas en la familia

Orchidaceae

Los oOvulos que se desarrollan dentro del ovario estan formados por:
conjunto de megaesporangios (nucela) cubiertas con uno o dos tegumentos y el
funiculo que lo une a la placenta (Johri et al., 1992; Reiser y Fischer, 1993;
Vazquez, 2013;) se originan a partir de la megaespora funcional
(megasporogénesis) hasta la formacion del saco embrionario
(megagametogénesis), donde posteriormente se lleva a cabo la fertilizacion y la
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embriogénesis (Reiser y Fischer, 1993). El desarrollo de los 6vulos inicia como
una protuberancia en la placenta y se distinguen tres elementos: una region
proximal (funiculo), una central (calaza) y una distal (nucela) (Vazquez, 2013). Una
célula nucelar subdérmica se agranda, muestra un nucleo prominente, esta célula
se le denomina arqueospora (Johri et al., 1992; Reiser y Fischer, 1993), la
arqueospora puede funcionar directamente como megaespora o también llamada
célula madre de la megaespora o puede someterse a una division mitGtica para
producir dos células de diferente tamafio, una megaespora y una célula parietal o
célula somatica (Reiser y Fischer, 1993; Vazquez, 2013). Esta diferencia en la
formacion de la célula madre de la megaespora se debe por la presencia
(crasinucelados) u ausencia (tenuinucelados) de nucela en el évulo (Vazquez,
2013).

Los tegumentos se inician en la base de la nucela durante la
megasporogénesis (Reiser y Fischer, 1993) como un anillo alrededor de la calaza
(Vazquez, 2013). En o6vulos bitégmicos surgen independientemente (Johri et al.,
1992), el tegumento interno es dérmico en origen mientras que el tegumento
externo se deriva tanto de la dermis y estratos subdérmicas (Reiser y Fischer,
1993).

La megasporogénesis termina cuando la célula madre de la megaespora
sufre meiosis y se producen cuatro megaesporas. Durante la megagametogénesis
se desarrolla el saco embrionario maduro mediante divisiones posteriores de
meiosis, la migracion nuclear y la citocinesis, existen diversas vias de desarrollo
del saco embrionario por variaciones en estos procesos (Reiser y Fischer, 1993).
Un saco embrionario maduro usualmente presenta un aparato del huevo (una
célula huevo y dos sinérgidas), tres células o nucleos antipodales y dos nucleos
polares, y dependiendo del numero de nucleos que tomen parte en la formacién
del saco embrionario se designa como mono, bi y tetra nucleado (Johri et al.,
1992).

Aunque en la mayoria de las orquideas la megasporogénesis se inicia tan
pronto como la polinizacién ha tenido lugar (Fredrikson, 1991), existen especies

como Epipogium roseum en la cual la proliferacion de la placenta y la formacién de
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los 6vulos se producen antes de la antesis (Govindappa y Karanth, 1981), o como
en Spathoglottis que los primordios del 6vulo se organizan después de la antesis,
la fertilizacion no sigue inmediatamente a la polinizacion la cual puede ocurrir dias
0 semanas después, los frutos se desarrollan lentamente y puede tomar un afio o
mas para madurar (Fig. 4) (Arditti, 1992).

El desarrollo del 6vulo empieza a la semana después de la polinizacion en
Catleya y en Geodorum citrinum, dos semanas después en Dendrobium y Doritis

pulcherrima, cuatro semanas en Arachnis hookeriana (Arditti, 1992).

5 P &

(o} (b) (o) (b)
A B ¢

Figura. 4: Desarrollo de ovario: A. Arachnanthe sulingi (a) sin polinizar; (b) siete dias después de la
polinizacion. B. Rhynchostylis retusa (a) sin polinizar; (b) siete dias después de la polinizacion. C
Aerides odoratum (a) sin polinizar; (b) siete dias después de la polinizacién (Tomado de Arditti, 1992)
(Tomado de Arditti, 1979)

Los primeros eventos en Phalaenopsis son las divisiones celulares en la
regiobn meristematica de las crestas de la placenta que comienzan poco después
de la polinizacion (Nadeau et al., 1996), en Catleya y Arachnis hookeriana el
crecimiento de la placenta es masivo, con sus extremos planos o lineas en forma
de flecha (Arditti, 1992).

En la mayoria de las orquideas, el ovario contiene tres crestas placentarias
en el momento de la maduracién del polen y polinizacién, la auxina presente en el
polen causa que masas de células en los bordes placentarios empiecen su
proliferacion, esta proliferacion inicia en la formacion de filas filamentosas que
consisten en 5 a 7 células delimitadas por una epidermis (Arditti, 1992).

En Dendrobium y Epidendrum ibaguense durante la antesis estas tres
crestas de la placenta se encuentran orientadas longitudinalmente y tienen los
bordes de cada cresta ondulada, cubiertas por un estrato de células formando la

epidermis; posterior a la polinizacion empieza haber actividades mitdticas dando
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como resultado la formacion de un sistema de ramificacion dicotomica (Sagawa e
Israel, 1964; Yeung y Sandra, 1997).

La punta de cada cresta en Epidendrum ibaguense se compone de cinco a
55 células nucelares cubiertas por la proto-epidermis (Yeung y Sandra, 1997). En
Phalaenopsis se alargan dicotdmicamente varias veces en el lapso de 4 semanas
y forman miles de primordios de 6vulo en forma de dedo (Nadeau et al., 1996; Tsai
et al., 2008). En Dendrobium a los 2 dias después de la polinizacion (DDP) las
células de la placenta comienzan a dividirse y dar lugar a un sistema de
excrecencias dicotémica ramificados, a los 35 DDP estas las crestas se han
diferenciado en un grupo de células densas organizados en una columna central
de varias células nucelares rodeadas por un solo estrato de la epidermis (Sagawa
e Israel, 1964).

A los dos dias después de la polinizacion (DDP), los 6vulos permanecen
indiferenciados en Vanilla planifolia y Gnicamente se observa un gran numero de
funiculos que constituyen la placenta (Lapeyre-Montes et al., 2010), mientras que
en Phalaenopsis a los dos dias de la polinizacidbn ya se encuentran miles de
primordios de ovulo (Tsai et al., 2008).

En Cypripedium cordigerum los primordios de 6vulo surgen de la placenta
parietal y cada primordio ovular consta de una fila axial de cinco u ocho células
rodeadas por una epidermis (Sood y Mohana Rao, 986). En Dendrobium a los 35
a 40 DDP los primordios ovulares se observan como una columna central de
varias células nucelares rodeadas por un solo estrato de la epidermis (Sagawa e
Israel, 1964). En Spinthglottis aurea estas son de una longitud de 10 a 12 células y
tres células de ancho, la célula apical de estas filas se convierte en la célula
arquesporial, una excepcion a esto es en Oncidium praetextum donde una célula
de la epidermis se convierte en la célula arquesporial (Arditti, 1992).

La célula terminal que se encuentra justo debajo de la epidermis de cada
columna nucelar de la placenta se comienza a ampliar para formar la célula
arquesporial en Cymbidium bicolor (Swamy, 1942), Dendrobium (Sagawa e Israel,

1964), Cypripedium cordigerum (Sood y Mohana Rao, 1986), Platanthera bifolia
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(Fredrikson, 1991), Phalaenopsis (Zhang y O'Neill, 1993) y Paphiopedilum
delenatii (Lee y Yeung, 2012).

La célula arquesporial se agranda en una célula de mayor tamafio para
funcionar directamente como célula madre megaspora (Sagawa e lIsrael, 1964;
Sood y Mohana Rao; 1986; Nadeau et al., 1996; Zhang y O'Neill, 1993, Tsai et al.,
2008 y Lee y Yeung, 2012). La célula madre de la megaespora puede ser
reconocida en los ovarios de orquideas después de la polinizacion, pero su
desarrollo ocurre Unicamente después de la deposicidén del polen. Su desarrollo
consiste en una serie de divisiones que resultan en el desarrollo del saco
embrionario (Arditti, 1992).

En Scilla autumnalis se reportdé que el 6vulo es anatropo, bitegumentado y
crasinucleado, y que los tegumentos consisten en dos estratos de células
(Batygina et al., 2003).

Trabajos realizados por Shamrov y Anisimova, (2003) en Gentiana cruciata,
Gymnadenia conopsea y Luzula pedemontana encontraron que estas especies
tienen un gineceo del tipo paracarpico y évulos anatropos pero que difieren en la
estructura y la distribucién, mientras G. cruciata presenta dos carpelos, G.
conopsea y L. pedemontana tienen tres carpelos. Durante el desarrollo de los
ovulos y semillas en G. cruciata se distinguieron ocho diferentes etapas y en G.

conopsea y L. pedemontana 11 etapas.

3.7 Generalidades del desarrollo del saco embrionario y sus caracteristicas

en la familia Orchidaceae

El primer paso en la formacion del saco embrionario es la division de la
célula madre de la megaespora, lo que produce una diada de células haploides,
algunas veces la célula madre de la megaespora se alarga de 4 a 5 veces
después de dividirse. Una de esas células resultantes, la célula micropilar es
usualmente menor y se desintegra poco después de haber sido formada.

Durante la primera division meidtica para formar dos células hijas en

Dendrobium (Sagawa e Israel, 1964), Phalaenopsis (Zhang y O'Neill, 1993) y
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Paphiopedilum delenatii (Lee y Yeung, 2012) la diada de la region micropilar no se
va a dividir mas y degenera en una masa como mancha oscura, la célula de la
diada de la regién calazal se somete a la segunda divisién meiética dando lugar a
la formacién de dos megasporas, en aquellas especies que tienen un patron de
saco embrionario bispdrico se mantendran, mientras que las megaspora de la
zona calazal es mas grande que la micropilar que degenera. En Cypripedium
cordigerum, durante la segunda division meidtica no va a tener citocinesis
resultando en una primera megaspora binucleada (Sood y Mohana Rao, 1986) y
en Platanthera bifolia la primera division meidtica va a dar lugar a la diada hasta
formar cuatro megasporas, la mas inferior de la tétrada es la megaspora funcional
y las otras tres degeneran (Fredrikson, 1991). Las tétradas de la megaespora son
lineales o en forma de T, a veces forman triadas de la megaespora en lugar de
tétradas (Batygina et al., 2003).

La megagametogénesis comienza cuando el ndcleo de la megaspora se
divide y dependiendo del tipo de saco que la especie desarrolle seran los caminos
que cada uno tomara. En Cymbidium bicolor (Swamy, 1942), Cypripedium
cordigerum (Sood y Mohana Rao, 1986) y Paphiopedilum delenatii (Lee y Yeung,
2012), presentan un desarrollo bisporico tipo Allium la diada funcional se alarga y
posteriormente se somete a la segunda division meidtica formando un saco
embrionario binucleado, el cual sufre una segunda divisién resultando en la
formacion de un saco embrionario tetranucleado, los nucleos del micropilo del
saco embrionario tetranuclear, se dividieron y produjeron un saco embrionario de
seis nucleos. Para Dendrobium (Sagawa e Israel, 1964), Platantera bifolia
(Fredrikson, 1991) y Phalaenopsis (Nadeau et al., 1996) que presentan un saco
monosporico del tipo Polygonum de 8 ndcleos, la etapa de saco embrionario uni-
nucleado es prolongado, pero luego la megaspora calazal se amplia y divide
sucesivamente 3 veces para formar un saco embrionario octanucleado, formando
las etapas bi y tetra nucleadas al mismo tiempo que las vacuolas se fusionan para
formar una Unica gran vacuola en la parte central del saco embrionario, las tres

megasporas que degeneraron son visibles como estructuras densas en el extremo
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micropilar del saco embrionario, las caracteristicas generales del desarrollo de
estas especies se observan en el cuadro 1

Después de la formacion de los primordios de 6vulo el integumento interno
aparece como un crecimiento semejante a un collar alrededor de la punta de los
primordios y el tegumento exterior se inicia poco después, esto se ha reportado en
Cypripedium cordigerum (Sood y Mohana Rao, 1986), Phalaenopsis (Zhang y
O'Neill, 1993; Nadeau et al., 1996 y Tsai et al., 2008). El tegumento interno forma
el micropilo. El tequmento exterior rodea al saco embrionario, al tegumento interno
y toma parte en la formacion del micrépilo (Fredrikson, 1991).

En Vanilla planifolia el tegumento exterior se compone de cuatro estratos de
células y hasta ocho en su base. Esta caracteristica difiere de las otras orquideas,
cuyo tegumento interno esta formado por un solo estrato de células. El tequmento
interior y el exterior del integumento del évulo no se fusionan y existe una brecha
entre los dos (Lapeyre-Montes et al., 2010).

En Platanthera bifolia una o ambas sinérgidas a veces parecen degenerar
cuando el tubo polinico entra en el saco embrionario, los nucleos de las antipodas
son pequefias y persisten hasta un estado tetracelular del embrién (Fredrikson,
1991).

La nucela muestra un desarrollo considerable en Vanilla planifolia en
relacion con otras orquideas, el cual se digiere rapidamente a partir de las
primeras divisiones del cigoto (Lapeyre-Montes et al., 2010).

Debido a la duracion prolongada de las primeras etapas de desarrollo en el
ovario de Dendrobium, Sagawa e Israel (1964) establecieron cinco etapas: en
reposo, proliferativa, nucelar, arquesporial y fases meidticas.

Se ha reportado que el tiempo transcurrido entre la polinizacion y la
fertilizacion definitiva en diferentes especies de orquideas es muy variable 7-130
dias (Duncan y Curtis, 1942), lo que refleja el tiempo requerido para la formacién
de los Ovulos y de los sacos embrionarios maduros. En Phalaenopsis el tiempo
transcurrido entre la polinizacién y la maduracion del 6vulo y la fecundacion final
es aproximadamente 80 dias (Zhang y O'Neill, 1993), en P. delenatii es de 50 dias
(Lee y Yeung, 2012) mientras que en P. bifolia es de 21 dias (Fredrikson, 1991)
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En Cypripedioideae el desarrollo del saco embrionario es del tipo Allium, en
Orchidoideae es del tipo Polygonum. El saco embrionario bisporico se ha
reportado en los taxones primitivos asi como en las especies de Neottiae y

Epipogiae (Batygina et al., 2003).
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IV. JUSTIFICACION

Debido a que Laelia gouldiana es una especie catalogada como
probablemente extinta en el medio silvestre por la NOM-059-SEMARNAT-2010 y
se tiene registrado que no produce semillas viables, es importante comprender la
biologia reproductiva de esta especie, a través de la caracterizacion morfo-
histolégica del gineceo, y estudio del desarrollo de los 6vulos por medio de las
técnicas histoldgicas. De esta manera, se pretende contribuir al conocimiento
biolégico del género asi como de la especie para proponer estrategias adecuadas

de propagacion y conservacion de la misma.

V. OBJETIVOS

5.1 General

Contribuir al conocimiento de la familia Orchidaceae y en particular al
género Laelia, realizando la descripcion y andlisis morfohistolégico del desarrollo

del gineceo antes y después de la polinizacion cruzada en Laelia gouldiana.

5.2 Particulares:

Describir el desarrollo morfolégico e histolégico del sindrome de post-
polinizacion en las flores de Laelia gouldiana (Orchidaceae).
Analizar histolégicamente el desarrollo del ovario en Laelia gouldiana

(Orchidaceae) antes y después de su polinizacion.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Se trabajé en la comunidad de El Veladero (Fig. 5), municipio de San
Agustin Metzquititlan Hidalgo, México. Se realizaron visitas peridédicas cada quince
dias del 1° de septiembre de 2013 al 19 de marzo de 2014, previo a la floracion,
durante la antesis y posteriormente de realizada la polinizacion

Se ubicaron 13 diferentes arboles de mezquite y se etiquetaron las plantas
que presentaban un escapo floral en desarrollo. A lo largo de las visitas se
recolectaron escapos florales en etapas tempranas sin haberse diferenciado, en
boton, asi como aquellos que ya se encontraban diferenciados. Durante la
floracibn se realiz6 la polinizacibn cruzada y se recolectaron las flores

aproximadamente cada 15 dias hasta el desarrollo de la capsula.

Figura. 5 Plantas de Laelia gouldiana ( flecha ) creciendo en arboles de Quercus en los
traspatios de la comunidad de El Veladero, Municipio de San Agustin Metzquititlan, Hidalgo,
México.
©Aleiandra Pardo Zialer. 2013.

6.1 Recolecta de botones

Se realiz6 una recolecta de escapos sin diferenciar en boton el dia 19 de
septiembre de 2013 y el 17 de octubre escapos con botones de diferentes
tamafios. Con la ayuda de una tijera de podar se cortaron lo méas cerca de la base,
se colocaron en bolsas de papel estraza y se etiquetaron.
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En el laboratorio con una regla y un vernier se midié a cada boton desde
donde inicia la bractea hasta el extremo apical del botén, asi como el ancho del
mismo en la parte media. A los botones ya diferenciados se les elimind el perianto
para medir el largo del ovario, que se consideré desde la base del pedunculo
hasta el extremo distal de la columna y su ancho en la parte mas gruesa del

ovario.

6.2 Polinizacién cruzada

Debido al desarrollo asincronico de las flores se realizaron polinizaciones
cruzadas en diferentes fechas, la primera el 31 de octubre de 2013 y la segunda el
20 de noviembre de 2013.

Para ello se recolectaron los polinios de una flor en antesis con ayuda de
unas pinzas y se colocaron en cajas Petri con una ligera capa de agua destilada
para transportarlos a otra planta lo mas alejada posible. Uno o dos polinios se
depositaron en la superficie estigmatica de la flor en antesis de otro individuo con
auxilio de las pinzas. La flor polinizada se etiquet6 y se cubrié con una gasa (Fig.
6).

Figura. 6 Flores de Laelia gouldiana cubiertas con
gasas después de haber sido polinizadas.
©VYuritzi Aracely Vargas Aguirre, 2013.

Posteriormente en el laboratorio con la ayuda de una regla y un vernier se
midi6 a cada flor: desde la base del ovario hasta el extremo distal del perianto lo
que se considerd como largo total; de la parte basal del pedunculo hasta la parte
basal del perianto definiéndola como largo del ovario, la parte mas gruesa del
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ovario se consideré como el ancho del ovario, de la parte basal del perianto a la
zona apical de la columna fue el largo de columna, y en la parte media de esta el
ancho.

Se consider6 como tiempo cero la antesis y posteriormente el numero de
dias después de la polinizacion (DDP), se realizd la recolecta con auxilio de una
tijera de podar a los 19, 40, 50, 62, 71, 89, 119 y 140 DDP, de aquellas flores que
presentaron sindrome de post-polinizacion. Las muestras se colocaron en bolsas

de papel estraza y se etiquetaron.

6.3 Técnica histoldgica

Para permitir que el fijador penetrara adecuadamente en los tejidos, a los
botones florales y a las flores se les elimino el pedunculo (P), las bracteas (Br), los
pétalos y sépalos (P) para dejar descubierta la columna (Co) y el ovario (O)

(Fig.7).

-

Figura. 7: A. Boton y B. flore de L. gouldiana desprovistos de la Bractea (Br)
perianto (A) dejando descubierto la columna (Co) y al ovario (O)
Escala= 20 mm ©Alejandra Pardo Zigler, 2013.
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Las muestras se etiquetaron y fijaron con Navashin donde permanecieron
24 horas. Posteriormente se enjuagaron en agua y se pusieron en alcohol al 70%
para su preservacion.

Las muestras se deshidrataron en alcohol terbutilico (TBA) de forma
gradual: 35%, 50%, 60%, 70%, 85%, 95%, 100% durante 12 hrs cada uno y tres
cambios en alcohol TBA 100% por 12 horas cada uno. En el Gltimo cambio se dejé
menos de una cuarta parte y se anexaron cinco escamas de Paraplast® Plus cada
30 min hasta doblar el volumen inicial de TBA. Una vez duplicado el volumen y
para su infiltracibn permanecieron durante 24 horas en los frascos dentro de una
estufa a 58-69°C. Posteriormente se desechd la solucién de TBA y Paraplast®
Plus para agregar Paraplast® Plus puro durante 24 horas dentro de una estufa a
58-60°C. Para las muestras con 89, 119 y 140 DDP se aumenté el tiempo a 24
horas en la deshidratacion y 48 horas en la infiltracion e inclusion en Paraplast.

Para su inclusion las muestras se colocaron en bloques (lize papel y se
rellenaron con Paraplast® Plus puro dando la orientacién deseada.~Se colocaron
en refrigeracion hasta su solidificacion (minimo 24 horas). Se realizaron cortes
secuenciales de diez um en un microtomo de rotacidn. Las secciones obtenidas se
montaron en portaobjetos.

Se realizé la técnica dicrémica safranina-verde rapido (S-VR) para observar
ndcleos y divisiones mitéticas. Para desparafinar los cortes se introdujeron en la
estufa durante 30 minutos a una temperatura de 65°C, posteriormente se
sumergieron en xilol puro, xilol-alcohol y alcohol absoluto durante 30 min cada
uno. Seguido se hidrataron en una serie gradual de alcoholes etilico del 100%,
96%, 70%, 50% y 30% durante 15 minutos cada uno y se introdujeron las
muestras en la solucion de safranina donde permanecieron 24 horas. A
continuacion se les elimind el exceso de colorante con agua destilada y se dejaron
secar durante 24 horas.

Previo a la tinciébn con verde rapido se deshidrataron las muestras en una
serie alcohdlica al 30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%, dos minutos cada uno, se

aplico el verde rapido y con un enjuague de alcohol al 100% se elimino el exceso
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de colorante, se agregd una gota de aceite de clavo durante 10 minutos y una gota
de xilol para deshidratar completamente las muestras.

Las mejores preparaciones se montaron en resina sintética diluida al 60%
con xilol, se etiquetaron con los siguientes datos: Nombre de la especie, Familia,
estructura y seccion, técnica de tinciobn, nombre de quién elabora y fecha y se
realizo la interpretacion de las mismas.

Se realiz6 la toma de fotomicrofotografias en un microscopio de luz Carl
Zeiss Axioskope a través de técnicas de iluminacién de campo claro y contraste
de fase. Las imégenes seleccionadas fueron editadas con el programa Photoshop
Creative Suite 5.

La metodologia empleada (Sandoval et al., 2005) se representa en el

cuadro 2.
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Cuadro 2: Diagrama de flujo con la metodologia empleada para el procesamiento
histolégico de las diferentes muestras recolectadas de Laelia gouldiana.
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VIl. RESULTADOS y DISCUSION

7.1 Recolecta de botones

A lo largo de las visitas se realizaron recolectas de los escapos florales en

diferentes etapas de su desarrollo, para lo cual se agruparon en etapas para su

descripcion.

Se recolectaron dos escapos florales en etapas
iniciales de su desarrollo, por lo compacto del boton y sin
desarrollo aun del perianto éste no se elimino, se registro
el largo total del ovario fue de 20.7 en promedio (Fig. 8).
Los botones estaban cubiertos por la bractea que era de
color verde y el pedunculo presentaba una coloracion
verde - café. En esta etapa de desarrollo no es posible
determinar el numero de botones que conforman los
escapos.

Al desarrollarse los escapos y separase los
botones florales estos tenian diferentes tamafios, en esta
etapa de desarrollo se recolectaron dos escapos que
tenian 4 y 5 botones florales. ElI promedio del largo del
ovario fue de 33.2 y 3.43 mm de didmetro.

Todos los botones alun mantenian la bractea de
color verde que los envuelve, y se apreciaba en la parte
apical del botén la coloracion magenta del perianto, el

pedunculo conservé el color café verdoso.

7.2 Polinizaciéon cruzada

Figura 8: Botones
indiferenciados de Laelia
gouldiana en etapas
tempranas de desarrollo
Escala=20 mm.

De la primera polinizacion cruzada que se realizd, de las 26 flores

polinizadas después de 21 dias presentaron el sindrome de post-polinizacion pero
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Gnicamente cuatro prosiguieron su desarrollo, el resto de las flores (22) se
marchitaron y cayeron. A los 40 dias, dos flores mas se perdieron restando
solamente dos, de las cuales una fue recolectada, la flor polinizada restante se
dej6é para que continuara su desarrollo y se recolectd a los 140 dias después de
polinizada logrdndose desarrollar hasta la formacion de la cdpsula.

De las 43 flores polinizadas la segunda vez, a los 19 dias 21 flores
presentaban sintomas del sindrome de post—polinizaciéon de las cuales se
recolectaron 4 y se dejaron las 17 restantes continuar con su desarrollo. A los 50
dias solo se encontraron 7 flores de las 17 anteriores, se recolect6 una en esta
etapa y se dejaron las 6 restantes para subsecuentes recolectas. A los 62 dias ya
se observo el desarrollo de las capsulas pero solamente permanecian tres de las
seis flores polinizadas se recolecté una capsula inmadura y las otras dos se
dejaron para que siguieran desarrollandose. A los 89 dias después de la
polinizacién las dos capsulas que se habian dejado continuaron su desarrollo, se
recolecto una y se dejo la ultima la cual se recolecto a los 119 DDP.

A lo largo del desarrollo se observé que el ovario alcanz6 un diametro de
15.8 mm después de la polinizacién y posteriormente disminuye 14.0 mm cuando
se da el desarrollo de la capsula la cual empieza a deshidratarse.

La pérdida y caida de las flores de Laelia gouldiana después de la
polinizacion fue un evento recurrente, debido probablemente a un proceso de
senescencia. Se tiene conocimiento que la senescencia esta asociada con un
incremento en la respiracion, sintesis de etileno, cambios de color y la pérdida de
la turgencia (Wills et al., 1998 citado por Trujillo-Villagarcia et al., 2006), en las
flores se reduce el contenido de azlcares, de proteinas, acidos nucleicos y se
incrementa la actividad de proteasas (Breeze et al.,, 2004 citado por Truijillo-
Villagarcia et al., 2006). Las flores de las orquideas pueden mantenerse turgentes
por unas semanas o meses cuando no son polinizadas, pero entran en un rapido
estado de senescencia una vez polinizadas (O’Neill, 1997 citado por Attri et al.,
2007). Lehnebach y Riveros (2000) sefialan que aparentemente la senescencia
floral es estimulada por la autopolinizacion de las flores. En Gomesa bifolia la

longevidad de las flores no manipuladas fue de aproximadamente tres semanas,
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pero en las flores manualmente polinizadas (auto-polinizacion o polinizacion
cruzada), la senescencia floral se hizo evidente un dia después de la polinizacion
(Torreta et al., 2011). En L. gouldiana aparentemente se produce este fenémeno
de senescencia lo que no permite que se lleve a cabo el subsecuente desarrollo

del ovario.

7.3 Sindrome de post-polinizaciéon y desarrollo de la capsula

El evento mas importante durante el sindrome de post—polinizacién es el
desarrollo de los 6vulos (Arditti, 1979), pero existen otros procesos evidentes a
simple vista, como mencionan Zhang y O’Neill (1993), que reportan la pérdida de
turgencia en el perianto y la senescencia del mismo, empezando desde la parte
mas apical de los sépalos y pétalos, esto se observé también en L. gouldiana (Fig.
9).

Figura. 9. Flores de Laelia gouldiana en campo. Se observa pérdida de turgencia en el
perianto hasta la senescencia del mismo.
©Ariadna Columba Gémez Olvera, 2013.

Durante la antesis la flor se encuentra completamente turgente, los pétalos
y los sépalos totalmente abiertos, con un color magenta muy brillante; el ovario
tiene un color café oscuro brillante con un diametro promedio de 2.7 mm. La
bractea es incipiente en el pedunculo de color beige (Fig. 10A).

A los 19 DDP, el perianto se encuentra senescente, la flor ha perdido la
turgencia y su color se opaco, la bractea se ha caido, el ovario tiene un color

magenta y en la base un color beige. Su didmetro ha aumentado 3.5 mm en
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promedio (Fig. 10B). En Dendrobium se ha reportado que entre los 2 y 4 DDP la
columna aumenta su tamafo y el perianto empieza a plegarse, a los 5 DDP se ve
un incremento en el ovario en su longitud y diametro (Sagawa e Israel, 1964).

En L. gouldiana a los 40 DDP el perianto se ha marchitado totalmente pero
conserva un color beige rosado en la zona apical y beige-verde en la base.
Longitudinalmente al ovario se observan unas estrias de color verde brillante y
entre ellas de color verde rosado con mayor intensidad; el ovario tiene una
longitud de 39.2 mm con un diametro en la base de 2.4 mm y en su zona mas
ancha de 3.2 mm (Fig. 10C).

A los 50 DDP el perianto mantiene las tonalidades anteriormente descritas,
se observan manchas oscuras en la base y en la zona apical. Las lineas
carpelares y de dehiscencia ya son evidentes y se muestran como estrias
longitudinales. El incremento en el diametro del ovario es evidente a simple vista y
mide 4.3 mm, presenta una tonalidad entre verde-rosado siendo de mayor

intensidad entre las lineas carpelares (Fig. 10D).

Figura 10: Proceso de formacion de capsula en Laelia gouldiana. A. Antesis, B. 19 DDP, C.
40 DDPy D. 50 DDP. Escala a 20 mm. (P) pétalo, (S) sépalo, (O) ovario, (C) columnay (Pe)
perianto

A los 71 DDP las manchas oscuras se han esparcido a todo el perianto. El

ovario tiene un color magenta tanto en las lineas de dehiscencia como en las
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lineas carpelares, y entre estas se observa un color verde claro. El didmetro ha
aumentado a 5.8 mm mientras la columna se ha empezado a enrollar sobre su
propio eje (Fig. 11A).

A los 83 DDP ademéds de que el perianto tiene manchas oscuras, este se ha
adelgazado y ha aumentado la tonalidad beige en él, las lineas de dehiscencia y
las lineas carpelares mantienen el color magenta y un color verde entre ellas. El
ovario tiene un diametro de 5.7 mm (Fig. 11B).

A los 93 DDP el perianto se ha vuelto muy delgado, traslucido y quebradizo
con un color beige verdoso. El ovario se observa en una tonalidad magenta
verdosa brillante, las lineas de dehiscencia como las lineas carpelares tienen un
color mas oscuro que las hendiduras entre ellas que mantienen un color mas
verdoso. El diametro del ovario se ha duplicado a 13.3 mm (Fig. 11C).

A los 119 DDP el ovario ha perdido turgencia, el color ha cambiado
totalmente a un color amarillo — rosado en las lineas de dehiscencia y en las
hendiduras amarillo, la parte basal se encuentra adelgazado y quebradizo con un

color beige amarillo (Fig. 11D).

Figura 11: Proceso de formacion de capsula en Laelia gouldiana. A. 71 DDP, B. 83 DDP, C. 93
DDP, y D. 119 DDP. Escala a 20 mm. (Pe) perianto, (O) ovario y (Cap) Capsula.

A los 140 DDP se ha desarrollado en su totalidad la capsula, el perianto

tiene una tonalidad café con partes beige, el ovario perdié la turgencia y se
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observa seco con un color mas rosado, las lineas de dehiscencia se empiezan

abrir por si solas, el diametro que tiene es de 14 mm (Fig. 12).

Figura 12: Céapsula de Laelia gouldiana a los 140 DDP. Escala a 20 mm.
(Pe) perianto y (Cap) Capsula.

De manera general se reporta que el desarrollo de la capsula en algunas
especies de orquideas como en Dendrobium donde requiere de 210 DDP,
Phalaenopsis 80 dias (Zhang y O'Neill, 1993), P. delenatii 50 dias (Lee y Yeung,
2012), Laelia anceps 150 dias DDP, Laelia speciosa y L. superbiens es de 10-12
meses, en L. eyermaniana es de 7-8 meses.podrias y para el género Cattleya 335
dias (Téllez, 2011). En el caso de L. gouldiana el tiempo que requiere para
desarrollar la capsula es muy similar al de L. anceps, lo que podria considerarse

como una caracteristica del género.

7.4 Andlisis histologico

Las primeras observaciones
confirmaron que el tamafio de los
botones florales no refleja el estado
de maduracion del ovario, las
secciones analizadas se agruparon

de acuerdo al desarrollo de la parte

-

Ve, L A~ N
central del ovario en siete diferentes N L e
) . 5 Figura 13: Seccion transversal de un botén
etapas sin considerar el tamafio que indiferenciado donde se observa al androceo (A) y al
; ovario (O) envueltos por la bractea (Br). Se observan las
cada una de las muestras tenia. seis crestas exteriores (Ca) que forman al ovario. 5X
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Etapa 1

Se observa el boton floral en etapas tempranas, cuando aun no se
diferencia el numero de botones que va a desarrollar el escapo floral.

El corte transversal de ovario de Laelia gouldiana se realizd a un nivel de %
de la base del boton floral. Se observan envolviendo al androceo (A) y al ovario
(O) la bractea (Br) (Fig. 13). El ovario esta compuesto de seis crestas externas
(Ca) (Fig. 13), la epidermis presenta numerosas divisiones anticlinales y
periclinales; al igual que tricomas (Tr) formados por una o cuatro células (Fig. 14).

Arditti (1992) observo tricomas en los ovarios de varias especies de

orquideas y menciona que pueden ser de varios tamafos y formas.

Figura 14: Detalle de la epidermis de un seccion transversal de botdn
indiferenciado de L. gouldiana donde se observa los tricomas (Tr) en ella.
40X

El ovario estd compuesto de seis crestas externas, tres en forma globular y
tres en forma piramidal que se distribuyen alternadamente, presentan en su parte
media incipientes haces vasculares y tres puntos de diferenciacion vascular,
siendo el xilema el que primero se observa mientras que el floema apenas es
visible. En la parte central se observa la cavidad ovarica (I6culo) sin presencia de
septos, en el lumen se observan seis protuberancias que muestran en su extremo
apical células indiferenciadas con gran actividad mitética, con ndcleos grandes y
citoplasma denso que indican zonas meristematicas (Am) (Fig. 15). En
Phalaenopsis se ha reportado que estas zonas posteriormente daran lugar al

desarrollo de la placenta (Zhang y O’Neill, 1993).
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Figura. 15: Detalle del I6culo de un boton indiferenciado de L.
gouldiana donde se observan varias zonas meristeméticas (Am). 40X

Etapa 2

La epidermis (Ep) aun se encuentra en formacion y va a presentar
divisiones anticlinales (An) en todo su perimetro e inmediatamente se observa
células de parénquima (Pa) (Fig. 16), al igual que Paphiopedilum barbatum a
diferencia de otras especies como Paphiopedilum insigne tiene hipodermis

colenquimatosa debajo de la epidermis (Arditti, 1992).

Figura 16: Detalle de la epidermis (Ep) de una seccion transversal de botén de L. gouldiana
donde se muestra las divisiones anticlinales (An) e inmediatamente después el parénquima
(Pa).10X
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Las valvas continban su desarrollo, los fértiles (Fe), con forma triangular,
presentan un haz vascular (Hv) ovalado y los estériles (Es) de forma redonda un
haz vascular principal y dos en diferenciacion (Dv) (Fig. 17A), este arreglo se
reporta en Oncidium flexousum (Mayer et al., 2011). Se observan espacios aéreos
del tipo lisogénico que aumentan con relacion al tamafio del botén, y cristales de
calcio en forma de rafidios caracteristicos de las orquideas (Arditti, 1992; Arévalo
et al., 2011; Noguera-Savelli y Jauregui, 2011).

Cada una de las crestas tienen haces vasculares que difieren de su
arreglo, en las crestas redondeadas tienen una forma circular y se encuentra
formado por tres grupos de xilema y en medio el floema (Fig. 17B); en las crestas
triangulares la forma que presentan es ovalada, con dos grupos de xilema y en
medio el floema (Fig. 17C), aunque se observan otros dos sitios de formacion de

otros haces vasculares.

Figura 17: A. Parte media de una seccion de ovario de L. gouldiana mostrando las valvas fértiles (Fe) y
estériles (Es) en cada una de ellas grupos de haces vasculares (Hv) en la parte media de la seccién se
observa a la placenta (PI). B. Detalle de las crestas redondeadas y C. Detalle de la cresta con forma
triangular donde se observa la epidermis (Ep) los haces vasculares donde se observa el arreglo del xilema
(X) y el floema (F) asi como otros puntos de diferenciacion vascular (Dv). A. 5X, By C 20X.
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El l6culo presenta una epidermis interna (Ep) formada por dos estratos de
células pequefias, alargadas con nucleos pequefios, el tejido placentario se ha
dividido en tres protuberancias (Pl) que han dado origen a numerosas células
pequefias, alargadas con nucleos pequefios (Fig. 18A). Se ha reportado que en
Cypripedium, Paphiopedilum, Cattleya, Limodorum abortivum y Cephalanthera
alba (Arditti, 1992) el tipo de placentacion es parietal que es igual al que se
observa en L. gouldiana pero al igual que lo observado por Zhang y O’Neill (1993)
con Phalaenopsis la placentacion tiene forma “de ancla” ya que se va dividiendo
en filamentos en cuyos extremos se encuentran los primordios de 6vulo, dejando

muy poco espacio en la parte central del ovario.

Figura 18: Parte media de la seccion transversal de ovario de L. gouldiana
A. Loculo del ovario de L. gouldiana con una epidermis (Ep) biestratificada de la cual la placenta (PI) en
forma de ancla que se va dividen en filamentos en cuyos extremos se encuentran los primordios de
6vulo (Pr). B. Detalle de los filamentos en cuyos extremos se observar los primordios de 6vulo (Pr). C.
Se observa el desarrollo de la placenta hasta llenar casi por completo al I6culo y en la parte distal de los
filamentos se observan a los primordios de 6vulo (Pr). D. Detalle de los primordios de évulo. A. 20X, B, C
40X, D 100X
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De las protuberancias que se ramifican en la placenta se observan los
filamentos nucelares que corresponden a los primordios de ovulo (Pr) (Fig. 18B y
Fig.18C). Estas protuberancias son parecidas a las descritas por Vazquez (2013),
las cuales tienen tres elementos, el elemento proximal es el mas cercano a la
placenta y esta representado por el funiculo, el medio por la calaza y el mas distal
lo forma la nucela (Fig 18D). Mayer et al. (2011) reportan que en las orquideas la
proliferacion de la placenta y la formacion de los 6vulos generalmente ocurren
después de la polinizacion.

Arditti (1992) describié que la proliferacion de la placenta inicia con la
formacion de filas flamentosas que consisten en 5 a 7 células delimitadas por la
epidermis. En Phalaenopsis los primordios de 6vulo presentan una forma de dedo
(Nadeau et al., 1996; Tsai et al., 2008). En Cypripedium cordigerum los primordios
ovulares surgen de la placenta parietal y cada primordio ovular consta de una fila
axial de cinco u ocho células rodeadas por una epidermis (Sood y Mohana Rao;
1986). Esta etapa de desarrollo se observé en los botones de L. gouldiana
mientras Sagawa e Israel (1964) en Dendrobium reportan algo similar a los 35 a
40 DDP, y les indica que el inicio de las divisiones celulares en las crestas de la
placenta de Dendrobium depende de la polinizacion.

Dentro de las estrategias reproductivas se ha reportado que los évulos en
especies del género Laelia estdn completamente ausentes y se desarrollan hasta
el momento de la polinizacion (Tsai et al., 2008), en L. gouldiana se observo que la
formacion de la placenta no se encuentra regulada por la polinizacion, si no que se
produce antes de la antesis, donde ya se observan primordios de évulos, contrario
a lo que se habia reportado. Este tipo de estrategia reproductiva que presenta
Laelia gouldiana es similar a la reportada por O’Neill (1997) y Tsai y colaboradores
(2008) donde sefalan que los primordios de Ovulos se encuentran en una etapa
premeioética hasta que la polinizacion provoca el desarrollo de los 6vulos como en
los géneros Cypripedium, Paphiopedilum, Phragmipedium, Herminium, Epipactis,

Platanthera.
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Etapa 3

Esta correspondio a los eventos que se dan durante la antesis hasta los 40
DDP. La cresta externa con forma redondeada y la de forma piramidal Mayer y
colaboradores (2011) las denominan como valva estéril y fértil respectivamente
presentan una epidermis (Ep) con un estrato de células isodiamértricas con pared
celular engrosada (Fig. 19) a diferencia de Oncidium flexousum que esta formada
de dos o tres estratos de pequefias células subepidérmicas y compacatas de

paredes delgadas (Mayer et al., 2011).
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Figura. 19: Seccidn transversal de un ovario de L. gouldiana donde se
observa: Epidermis (Ep) biestratificada con células de paredes engrosadas.
Idiobastos con rafidios (R). 40X.

Por debajo de esta epidermis se observd un estrato de células
suberpidérmicas de paredes delgadas, el resto del ovario contiene varios estratos
de células que son de mayor tamafio, con paredes delgadas y grandes vacuolas,
donde se aprecian idioblastos (I) que contienen cristales de oxalato de calcio en
forma de rafidios (Fig. 20) que se han reportado en varias especies de orquideas
como en Maxillaria miniata y Pleurothallis cardiantha (Ely et al., 2007), Oncidium
flexousum (Mayer et al., 2011); Oncidium abortivu, Epidendrum excisum,
Rodriguezia lehmannii, Hirtzia escobarii, Elleanthus oliganthus, Elleanthus
purpureus, Pleurothallis cordifolia, Hirtzia wagener (Arévalo et al., 2011), Cattleya
jenmanii y Cattleya lueddemanniana (Torres y Sanabria, 2011).

En la base de la valva estéril se observan dos haces vasculares, ovoides

con paredes engrosadas e idioblastos (I) con presencia de rafidios (R) (Fig. 20),
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esto Arévalo y colaboradores (2011) han encontrado presentes en otras especies
de orquideas epifitas Elleanthus excisum, E. oliganthus, E. purpureus vy
Pleurothallis cordifolia, y se consideran como comunes en las orquideas,
particularmente en las epifitas, en la subtribu Oncidiinae se les encuentra en las
células del mesofilo de la hoja, a menudo en idioblastos cristalinos (Sandoval-
Zapotitla et al., 2010)
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Figura 20: Seccidn transversal de ovario de L. gouldiana donde se observan idiobastos
(1) con rafidios (R) y la epidermis (Ep) interna del I6culo con algunos primordios de 6vulo
(Pr). 40X

N\

Los haces vasculares (Hv) en las valvas estériles con forma de sombrilla
son tres, uno de mayor tamafo en la base con forma circular y dos hacia la
epidermis, el arreglo que van a presentar es el xilema (X) orientado en la parte
central y el floema (Fl) hacia el exterior (Fig. 21A). Las crestas redondeadas o
valvas fértiles muestran cuatro grupos de haces vasculares, uno de mayor tamafo
con forma ovoide en la parte media, con el floema (F) hacia la epidermis y el
xilema (Xi) hacia el l6culo en su arreglo; dos de tamafio parecido situados en la
parte interna del valva, uno frene al otro, de forma ovoide polarizados con el
xilema y floema laterales; y uno en formacion cercano a la epidermis de la cavidad

ovarica (Fig. 21B).
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B. Detalle de las valvas fértiles, donde se observa la epidermis (Ep), los haces vasculares con el arreglo
del xilema (X) y el floema (F) diferente asi como otros puntos de diferenciacién vascular (Dv).10X.

La epidermis interna hacia el I6culo se mantiene sin modificaciones,
mientras que la placenta (Pl) se divide para formar hileras de células las cuales
formaran los filamentos (Fc) donde se observa una hilera de células centrales
delimitadas por un estrato de células de menor tamafio (Fig. 22A). En la parte
distal de los filamentos se encuentra una célula central de mayor tamafio que
corresponde a la célula arqueosporial (Arq) con un ndcleo grande y denso (Fig.
22B). Cada uno de los filamentos se desarrollan independiente.

Figura 22: A. Léculo de L. gouldiana mostrando su epidermis (Ep), la placenta (Pl) que ha
continuado el desarrollo de los filamentos celulares (Fc). Parte distal de los filamentos celulares
donde se muestra la célula arqueosporial (Arq) y B. Un filamento en formacion (Arf). A 40X, B
100X.

A los 40 DDP estas hileras han llenado por completo al I6culo y no se

observan espacios entre los filamentos.
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Arditti (1992) describi6 que las células terminales de esos filamentos
funcionan como arqueosporas, al igual que en Cypripedium cordigerum (Sood y

Mohana Rao; 1986) o Paphiopedilum delenatii (Lee y Yeung, 2012).

Etapa 4

Esta etapa comprendio los 50 como a los 71 DDP.

La epidermis de las valvas se ha mantenido biestratificada. En las valvas
fértiles (Fe) se observé una pronunciada elongacion de las células del parénquima
gue no es un incremento en el numero de las células sino un cambio en su
volumen mostrando gran cantidad de espacios aéreos (Ae) del tipo lisogénicos
(Fig. 23). Estos cambios también son reportados por Mayer et al. (2011) en

Oncidium flexousum.

observa una epidermis biestratificada (Ep) engrosada y gran cantidad de
espacios aéreos. Detalle de las valvas fértiles (Fe) y estériles (Es). 2.5X

Las valvas estériles han disminuido su tamafio y mantienen la forma de
sombrilla, en la base se estas se observa un menor nimero de estratos celulares y
células de menor tamafio, alrededor del haz vascular (HV) circular con el xilema
(X) hacia la epidermis externa y el floema (F) hacia la cavidad ovérica (Fig. 24A),
estas valvas son las lineas de dehiscencia, que a diferencia de Laelia anceps que
consisten en un grosor de dos a tres células pequefas (Arditti, 1992), en L.
gouldiana presentan un grosor mayor a 10 células.

Los haces vasculares (Hv) de las valvas fértiles se han desarrollado en tres
grupos, uno de mayor tamafio en medio de la valva con forma circular polarizado

con el xilema (X) hacia la epidermis externa y el floema (F) hacia el l6culo, y dos
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similares ubicados diagonalmente del mayor hacia los lados con igual arreglo
(24B).

“,’ .'\;s. \"’? ” -
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Figura 24: Seccion transversal de una cépsula de L. gouldiana mostrando A. Detalle de las valvas
estériles y B. Detalle de las valvas fértiles, donde se observa la epidermis (Ep) los haces vasculares con
el arreglo del xilema (X) y el floema (F) distinto, asi como gran cantidad de espacios aéreos del tipo

lisogénicos. 5X.

A nivel de los l6culos la epidermis interna es uniestratificada y se observa
que la placentacion se bifurca para generar dos crestas placentarias y se observan
abundantes filamentos, dentro de ellos, en el extremo micropilar las células
arqueosporiales se han agrandado para formar a la célula madre de la
megaespora (Cmm) (Fig. 25). Esta caracteristica es igual a la reportada en
Dendrobium a los 40 DDP (Sagawa e Israel, 1964), Phalaenopsis (Zhang y O'Neill,
1993; Tsai et al., 2008), y Paphiopedilum delenatii a los 14 DDP (Lee y Yeung,
2012).

Figura 25: Imagen de filamentos. Células madre de la megaespora (Cmm), la cual se
observa como una célula de mayor tamafio con citoplasma denso, ubicada en el
extremo micropilar donde también se observa el inicio de los tegumentos internos

(Tin) y de tegumentos externos (Tex). En el resto del filamento se forma un funiculo
(Fu) alargado. 40X.
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La célula madre de la megaespora (Cmm) se encuentra en la parte mas
distal de los filamentos con un nucleo prominente y citoplasma denso dara lugar al
ovulo en desarrollo (Fig. 25 y 26A). Se observa el desarrollo del tegumento interno
(Tin) a nivel de la base de la célula madre de la megaespora con un crecimiento
semejante a un anillo (Fig. 26A) seguido por el tegumento externo (Tex) (Fig.
26B). El desarrollo de los tegumentos es similar a lo reportado para Cypripedium
cordigerum (Sood y Mohana Rao; 1986); Platanthera bifolia a los 2 DDP se
desarrolla el tegumento interno y a los 5 DDP el tegumento externo (Fredrikson,
1991); Phalaenopsis (Zhang y O'Neill, 1993, Nadeau et al., 1996 y Tsai et al.,
2008) y Paphiopedilum delenatii el tegumento interno a los 0 DDP (Lee y Yeung,
2012), con la diferencia que en ellos se desarrolla cuando apenas se encuentra la
célula arqueosporial, mientras que en L. gouldiana al momento de la formacién de
la célula madre de la megaespora, como lo reportado en Vanilla planifolia que a 15
dias después de la polinizacion el tegumento exterior y el tegumento interno del
ovulo se diferencian casi simultdneamente con la individualizacion de la célula
madre de megaespora (Lapeyre-Montes et al., 2010).

Durante el desarrollo del tegumento externo (Tex), el funiculo se curva,
observandose la forma del évulo anatropo (curvatura que junta el micropilo con el

funiculo) y tenuinucelado ya que presenta dos estratos de nucela (Fig. 26A y

26B). &

Fu

Figura 26: Imagen de 6vulos de L. gouldinana. A. Con el funiculo (Fu) la célula madre de

la megaespora (Cmm), la formacion de los tegumentos internos (Tin) en forma de anillo.

B. Formacion de los tegumentos, tegumento externo (Tex), mostrando una curvatura del
6vulo que muestra una escasa nucela (Nu). 100X.

Alejandra Pardo Zigler 45



Estudio morfohistoldgico del ovario de Laelia gouldiana Rchb.f. (Orchidaceae).

Esta etapa muestra similitud a lo reportado por Zhang y O'Neill (1993)
donde se observa el 6vulo inmaduro en Phanelopsis a los 56 dias después de la
polinizacion y que contiene la célula madre de la megaspora. Es el principio que
consiste en una serie de divisiones meibticas para la formacién del saco
embrionario (Arditti, 1992)

Etapa 5

Se considero a los 83 DDP,

En la epidermis (Ep) de las valvas, estéril (Es) y fértil (Fe), se observd un
estrato mas de células isodiamétricas con paredes celulares engrosadas, lo que
probablemente esté dando paso a un proceso de lignificacion. En las valvas
estériles (Es) se presenta una reduccion de su diametro en la zona basal y hay
células con paredes evidentemente gruesas, en la union entre las valvas estériles
y fértiles se observan dos o tres estratos de células con paredes delgadas que
estdn generando una zona de abscision (Za) (27A y B) que seran las lineas de
dehiscencia, esto es similar a lo reportado por Mayer et al. (2011) en Oncidium
flexousum que durante esta etapa, las células precursoras de la linea de
dehiscencia estan presentes en el borde entre las valvulas estériles y las valvulas

fértiles y que los precursores de la linea de dehiscencia se hacen evidentes como
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Figura 27: Imagenes de secciones transversales de capsula de L. gouldiana donde se observa A. En las crestas
infértiles la formacion de una zona de abscisién (Za) detras de los haces vasculares (Hv) principales, la
epidermis (Ep) se ha engrosado y el tejido parenquimético contiene gran cantidad de espacios aéreos (Ae). B. El
tejido de las crestas fértiles se ha vuelto aerénquima (Aer).Extremo superior e inferior de la imagen. A 40X, B
20X
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Dentro del l6culo se observan el desarrollo del 6vulo en diferentes etapas,
una caracteristica ha sido la presencia de funiculos (Fu) muy largos compuestos
de numerosas células (28A y B).

El 6vulo se inicia en una sola célula subdérmica que por divisiones
periclinales da lugar a una fila axial de las células cubiertas por un estrato dérmico.
La célula terminal subdérmica se diferencia en una arquesporial con un evidente
ndcleo. Las divisiones celulares del estrato dérmico dan lugar a la formacién de los

tegumentos interior y exterior y a la curvatura del évulo (28C).

Figura 28: Diferentes etapas de desarrollo del 6vulo. A. Célula madre de la megaespora (Cmm) con tegumento
interno (Tin) en formacion. B. Célula madre de la megaespora (Cmm) con formacién del tegumento interno
(Tin) y externo (Tex). C. Célula madre de la megaespora preparandose para division celular con los
tegumentos ya formados, se observa el tegumento interno (Tin), la nucela (Nu) con un grosor de una célula. En
todas las imagenes se observa el funiculo (Fu) y la curvatura de un 6vulo Anatropo. 100X.
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Etapa 6

En esta etapa ya se encuentra la capsula en desarrollo y corresponde a 93
DDP.

Las células de la epidermis (Ep) de la capsula engrosaron mas sus paredes
celulares, y el tejido aerénquima (Aer) de las valvas fértiles se ha degenerado adn
mas, en las lineas de dehiscencia la zona de abscision (Za) (Fig. 29A) se ha
terminado de desarrollar a nivel de los haces vasculares, en una de ellas ya se
desprendié la valva estéril (Fig. 29B). Parecido a lo reportado en Oncidium
pollardii, que la capsula abre de las tres lineas de dehiscencia que se encuentran
entre los haces vasculares (Dodson y Hagsater, 1978)

Por la conformacion el tipo de abertura es del tipo loculicida y lo realiza a
partir de las tres lineas de dehiscencia que abren apicalmente como en la mayoria
de orquideas (Arditti, 1992) dejando al descubierto a las tres valvas que contienen

a las semillas.
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Figura 29: A. Cresta infértil con la presencia de un zona de abscision (Za) formada por delante del haz vascular
(Hv); cresta con una epidermis (Ep) engrosada y espacios aéreos (Ae). B. Desprendimiento de la cresta a través
de la zona de abscision (Za). 5X

En el l6culo se observan varios sacos embrionarios (Sem) en divisiones

celulares (Fig. 30).

Sem

Figura 30. Saco embrionario (Sem) de L. gouldiana en formacion. 40X
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Las orquideas se caracterizan por la reduccién del numero de nicleos en el
desarrollo del saco embrionario monospérico de 8 a 4. Las células de las
antipodas tienen forma de pera con un aparato filiforme. Las células de las
antipodas estan presentados por los nucleos (1 a 3) en algunas especies como
Calanthe los nuacleos de las antipodas y células polares se funden y crean un
grupo polar antipoda (Batygina et al., 2003)

Etapa 7

En la dltima etapa se observa a partir de los 119 DDP, las valvas estériles
se han reducido aun mas y el arénquima persiste, la linea de dehiscencia es mas
evidente y las valvas fértiles se han ensanchado y casi unido entre si, presentan
células muy alargadas, la epidermis es estratificada y con paredes celulares
engrosadas que le da la rigidez a la capsula (Fig. 31).

A nivel del I6culo ya se han desarrollado las semillas, las cuales presentan
una cubierta seminal 0 testa reticulada que esta constituida por células muertas en
forma de red. En el interior de las semillas son pocas aquellas que albergan un
embrion.

Se observa dentro de la semilla en la parte central un embrién (Fig. 32A 'y
32B), Arditti (1992) registro que en la subfamilia Epidendroideae presentan un
suspensor conformado por una sola célula, del tipo I, a la que esta especie

pertenece.

Figura 31. Seccion transversal de una capsula de L. gouldiana donde
se observa la cresta estéril con linea de dehiscencia, las crestas fértiles
con tejido aerénquima y hacia la izquierda de la imagen, dentro el I6culo

se observan las semillas (Se). 2.5X
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Por la conformacion el tipo de abertura de la capsula que presenta L.
gouldiana es del tipo loculicida y lo realiza a partir de las tres lineas de dehiscencia
gue abren apicalmente como en la mayoria de orquideas (Arditti, 1992) dejando al

descubierto a las tres valvas que contienen a las semillas.

‘%‘Eﬁ\ ‘&ﬂ f{{/)

W74

Figura 32. A. Semilla (Se) de L. gouldiana donde se observa al embridn (Em) en la parte media. B.
Detalle del embrién en el interior de la semilla. A 40X B 100X

Los resultados mostrados conforman el primer reporte en L. gouldiana que
permite establecer las diferentes etapas del desarrollo morfo-histolégico, desde
botones florales y el seguimiento del desarrollo de ovario antes y después de ser
polinizada (Cuadro 3). Este trabajo es una valiosa aportacion para comprender

parte de la biologia reproductiva de esta especie asi como del género.
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Cuadro 3. Descripcion morfo-histolégica de las diferentes etapas del desarrollo de los botones florales y del

ovario antes y dias después de la polinizacion de Laelia gouldiana.
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VIIl. CONCLUSIONES

La floracion de L. gouldiana es asincronica y en el pedunculo floral se
localiza el ovario sincarpico del tipo paracérpico, tricarpelar, unilocular con
placentacion parietal.

Diecinueve dias posteriores a la polinizacion manual se produjo la caida de
las flores probablemente ocasionado por un proceso de senescencia asociado a
una autopolinizacion.

Las flores que si lograron ser polinizadas presentaron el sindrome de post-
polinizacién, con la progresiva senescencia del perianto y el aumento gradual del
ovario hasta que se desarrollo la capsula.

En etapas muy jovenes y antes de que se diferenciaran en botones florales
individuales se observo que el ovario presenta seis crestas externas conformadas
de valvas estériles y fértiles en las cudles ya se presenta las primeras etapas del
desarrollo de la placenta.

Durante el desarrollo de los botones florales y previos a la antesis, la
placenta prolifera y ocupa todo el I6culo definiéendose como una placentacion
parietal en forma de ancla.

El tipo de estrategia reproductiva es diferente a la reportada para el género
debido a que L. gouldiana presenta la formacién de primordios de évulo antes de
ser polinizada.

Fue posible observar durante la antesis y hasta 40 dias después de la
polinizacion, el desarrollo de las células arqueosporales las que posteriormente
dieron lugar a la célula madre de la megaspora y el desarrollo de los tegumentos,
los 6vulos en Laelia gouldiana son anatropos, bitegumentados y tenuicelados.

La gametogénesis inicia 83 dias después de la polinizacion formando el
saco embrionario y finalmente las semillas.

El desarrollo del ovario mostr6 la reduccién de las valvulas infértiles con el

desarrollo de células de paredes muy gruesas que endurecen los tejidos de la
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capsula y definiendo una zona de abscision que posteriormente seran las lineas
de dehiscencia.

La capsula tiene dehiscencia tipo loculicida y requiere para desarrollarse
entre 119 - 140 dias posteriores a la polinizacioén, tiempo similar al reportado para
L. anceps (150 dias)

La perdida de material por la senescencia de las flores después de la
polinizacién fue una limitante para poder realizar un seguimiento mas detallado de
la formacion del saco embrionario y definir con mas precision sus etapas hasta el

desarrollo de la semilla.
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IX. ANEXO

9.1 Descripcién botanica de Laelia gouldiana Rchb. f.

(Soto-Arenas y Solano-Gémez, 2007)

Hierba epifita, cespitosa, 30-100 cm de alto. Raices teretes 1.5-3 mm de
diametro. Rizoma corto, ca. 2-3 cm de largo, 7-15 mm de diametro. Pseudobulbos
elipsoide-fusiformes, algo comprimidos, con vainas escariosas, 8-sulcados, 54-88
mm de alto, 18.5-32 mm de ancho. Hojas 2, ensiformes, agudas, mucronadas,
conspicuamente erectas, coriaceo-carnosas, duras, conduplicadas en la base,
carinadas, 16.5-24 x 2.8-3.0 cm. Inflorescencia erecta, 40-75 cm de largo,
pedunculo de 3.5-5 mm de diametro, con 6 bracteas, tubulares; racimo subdistico,
con 3-5(-9) flores. Bracteas florales oblongotriangulares, agudas, ligeramente
carinadas, escariosas, 18-32 x 5-11 mm. Flores muy vistosas, resupinadas, 6.5-
7.5 cm de diametro; tépalos purpura-magenta oscuro, brillantes; labelo con los
I6bulos laterales blancos con los margenes apicales magenta, garganta crema-
amarillento, fuertemente marcada con lineas purpura-magenta; lobulo medio
purpura-magenta intenso, con la base crema-amarillento, callo amarillo cromo,
quillas con una lineas e hileras de puntos purpura, columna blanco-verdosa con
muchas hileras de puntos puarpura, antera blanca; fragancia intensa, floral-
aromatica. Ovario pedicelado, subterete, 6-sulcado, furfuraceo, ca. 32-48 mm, 2-4
mm de didmetro.

Sépalos extendidos, ligeramente convexos, margenes algo reflexos, los
apices ligeramente conduplicados y carinados, ocasionalmente recurvados; sépalo
dorsal erecto, oblongo a angostamente eliptico, agudo-acuminado, 49-56 x 15-17
mm; sepalos laterales descendentes, angostamente elipticos a lanceolados,
acuminados, oblicuos (Fig. 33), 45-53 x 13-15 mm. Pétalos extendidos, planos a
convexos, rombicos, agudos, subunguiculados, base cuneada, éapice algo

conduplicado, mérgenes ligeramente plegados, ondulados, 46-54 x 26-30 mm.
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Labelo 3-lobado, largo total 33-46 mm, 33 mm de ancho cuando extendido, mas

bien recto; I6bulos laterales erectos, elipticos.

Figura 33: Caracteristicas de Laelia gouldiana. Foto de una flor de Laelia gouldiana.
Lamina de las caracteristicas de Laelia gouldiana
Tomada de Soto-Arenas y Solano-Gomez (2007).
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9.2 Clasificacién taxondmica
(Modificado de Téllez, 2011)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Oechidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Tribu: Epidendrae
Subtribu: Laeliinae
Género: Laelia
Especie: Laelia gouldiana.
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