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POLINIZACION Y FASE PROGAMICA EN NOPAL Opuntia ficus-indica (L) Miller) TUNERO

Pilar Rosas Ceja ! y Eulogio Pimienta Barrios 2

RESUMEN

En este estudio se describen los mecanismos de polinizacién y la fase proga-
mica en dos formas de nopal (Opuntia ficus-indica (L) Miller) tunero. Las flores
presentan caracteristicas de flores efimeras; abren y cierran el mismo dfa. Las
observaciones de la presencia de granos de polen revelaron que los estigmas de
las flores son cubiertos por una combinacidon de granos de polen derivados de la
autopolinizacidn y de la polinizacidn cruzada. En una de las formas evaluadas (fa-
fayuco) se registré dehiscencia de las anteras antes de la apertura de la flor
(cleistogamia preantesis). La germinacién de granos de polen y el crecimiento de
tubos polinicos es relativamente rapida, registriandose tubos polinicos en la base
del estilo 24 horas después de la apertura de la flor. El estilo es hueco y los
tubos polinicos se desarrollan en la superficie de la epidermis glandular del ca-
nal estilar. Un ndmero alto de tubos polinicos empieza su crecimiento en la por-
cién superior del estilo, en comparacién con los que empiezan en la base del es-
tilo. La fecundacion de los Svulos es gradual y empieza dos dias después de la
polinizacidon y se prolonga por ocho dias mas. El promedio de dvulos fecundados es
alto y fluctda entre 70 y 80%. Las observaciones de la presencia de granos de po-
len adheridos al estigma y de la fecundacidn de 6vulos, sugieren que las semillas
producidas en los frutos del nopal tunero son el resultado de la autofecundacidn
y fecundacién cruzada.

SUMMARY

The pollination mechanisms and the proghamic phase were studied in two forms
of prickly pear (Opuntia ficus-indica (L} Miller). The flowers showed characte-
ristics of ephemeral flowers, opening and closing in the same day. The observations
of pollen grain deposition revealed that the stigmas are covered by a mixture of
pollen grains derived from cross and self-pollipnation. In one of the evaluated
forms, anther dehiscence was observed before flower opening (preanthesis cleisto-
gamy). Pollen grain germination and pollen tube growth occur relatively fast,
since pollen tubes were observed at the base of the style 24 hr after flower ope-
ning. The style is hollow, and the pollen tubes develop on the surface of the glan
dular epidermis of the stylar canal. A high number of pollen tubes started to
grow in the upper half of the style as compared to the number of pollen tubes
growing at the base of the style. Ovule fertilization occurs progressively, star-
ting two days after flowering opening and ending eight days later.
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The observation of pollen grain deposition and ovule fecundation suggests that
the seeds developed in the prickly pear fruit are the result of both cross and
self-fertilization.

INTRODUCCION

El término fase progdmica, se refiere a los eventos que empiezan desde que los
granos de polen llegan a la superficie receptiva del carpelo (estigma) y terminan
cuando el gameto masculino fecunda a la célula huevo (Polyakov, 1964). La carac-
terizacidon de la fase progdmica permite identificar factores que limitan el pren-
dimiento de frutos, y ademds ayuda a entender los mecanismos de polinizacidén e hi-
bridacidn de 1a especie en estudio, asT como algunos aspectos relacionados con es-

trategias de reproduccién en especies vegetales.

El objetivo de este trabajo es describir algunos aspectos de los mecanismos

de polinizacidon y de la fase progdmica del nopal tunero.

MATERIALES Y METODOS

E1 presente trabajo se 1levd a cabo en dos formas de nopal (OEuntia ficus-in-
dica (L) Miller) tunero que forman parte de una nopalera de solar localizada en los
terrenos del CREZAS-CP. Una de estas formas se conoce como ''fafayuco'" y la otra

como '"1iso'"; la edad de las plantas fluctda entre 13 y 15 afios.

Mecanismos de Polinizacidén

En las dos formas se realizaron observaciones en las flores antes y durante la
apertura de éstas. Las observaciones antes de la apertura se hicieron mediante di-
seccién longitudinal, con el fin de registrar la dehiscencia de las anteras y la
presencia de granos de polen adheridos al estigma. Al empezar la apertura de flo-
res, las observaciones se hicieron a intervalos de una hora (entre las 8:00 y las
19:30 horas) durante una semana, y cada dos horas durante el resto del periodo de
floracién. Se registraron los siguientes datos: a) horas del dia en que ocurria
la apertura y cierre de flores; b) actividad de insectos polinizadores; c) tiempo
en que ocurre la dehiscencia de anteras; d) presencia de granos de polen adheridos

al estigma.
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Receptividad del Estigma

Debido a que en una de las formas evaluadas (''fafayuco') se oggervé dehiscen-
cia en las anteras antes de la apertura floral, se procedid a evaluar la recepti-~
vidad de los estigmas de estas flores. Para ello se cortaron los estilos de 50
botones florales, aproximadamente 10 dias antes de la apertura floral; los estilos
obtenidos se colocaron en frascos vial, con sus bases sumergidas en una solucidn
de sacarosa al 10% para retrasar su senescencia, y fueron autopolinizados mediante
frotacidn de sus estigmas con anteras dehiscentes de las mismas flores. Se colec-
taron muestras de estilos a diferentes intervalos después de realizada la autopo-~
linizacién (24, 48, 72, 96 y 120 horas); los estilos colectados se conservaron a

-182C enel congelador de un refrigerador doméstico.

Para observar la germinacidn de granos de polen y el desarrollo de tubos
polinicos, los estilos se colocaron en una solucidn acuosa de carbonato de sodio
{1%) por una hora. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se colocaron en
sulfato de sodio (1%) para ser ablandados en una olla de presién por un periodo de
20 minutos (Jefferies y Belcher, 1971). Despuds del ablandamiento se encontrd
presencia de mucilago en los estilos que causaba interferencia en las observacio-
nes del desarrollo de tubos polinicos en el estilo, por lo que se procedid a remo-
ver este compuesto utilizando el siguiente procedimiento: se colocaron los estilos
ablandados en carbonato de sodio (1%) por un perfodo de 24 horas, se lavaron en
agua destilada, y se colocaron en acetona (80%) para ser agitados por 30 minutos

en un plato magnético.

Posteriormente, los estilos se tifieronconazul de anilina (0.005%) en KH3 POy
con un pH de 9.0. La fluorescencia inducida por la reaccidn de azul de anili-
na con los tapones de callosa en los tubos polinicos, fue observada con un micros-
copio Zeiss equipado con un sistema de luz reflejada (epi-iluminacidn) provista por
una lampara de mercurio HBO50, y usando la combinacién de filtros Zeiss 98 77 05

que proporcionan excitacidn azul violeta y filtro barrera a 470 nm.

Desarrollo de Tubos PolTnicos en el Estilo y
Fecundacién de Ovulos

En esta parte del estudio se utilizaron las dos formas de nopal mencionadas
previamente: ''fafayuco'' y "liso''. En plantas diferentes de cada una de las dos

formas, se marcaron 200 botones florales en estados similares de desarrollo.
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de las anteras de los verticilos internos que se encontraban en contacto con el

estigma al momento en que empezd la apertura.

Una vez que la flor abre completamente, la porcidn superior del estigma se
cubre de granos de polen, cuyo origen es diverso; el polen puede provenir de otras
flores transportado por insectos, o por autopolinizacién estimulada por el viento,
debido a que éste causa movimiento de estambres y polinizacién por contacto. Tam-
bién se observd que las abejas estimulan la autopolinizacidén; estos insectos al
penetrar entre los estambres en blisqueda de nectarios, causan desplazamiento la-

teral de estambres, con lo cual ocurre también autopolinizacidn por contacto.

Las flores fueron visitadas por dipteros, coledpteros e himendpteros, los
que iniciaban sus visitas a partir de las 10 y terminaban a las 17 horas, regis-
trandose una mayor actividad al incrementarse las temperaturas ambientales. De
estos insectos, las abejas fueron las que mas frecuentemente visitaron las flores.
El viento por una parte estimula la autopolinizacidén y por otra reduce la activi-

dad de los insectos polinizadores en nopal.

Se encontraron diferencias entre las dos formas de nopal estudiadas en cuanto
al tiempo en que se presentd la dehiscencia de las anteras. En la forma denomina-
da '""fafayuco' se registrd la dehiscencia antes de la apertura de la flor, mientras

que en la forma ''1iso'' la dehiscencia empezd al momento de la apertura.

Receptividad del Estigma

Se encontrd que los estilos de botones florales son receptivos, ya que en
muestras colectadas a las 24, 72 y 120 horas después de la autopolinizacién se re-
gistré un 1002 de estigmas con granos de polen germinados; un porcentaje menor de
receptividad (70%) se registré en estilos colectados a las 48 y 96 horas después
de la polinizacién (Cuadro 1). Estas observaciones confirman que en la forma ''fa-

fayuco'" el estigma es receptivo antes de que ocurra la apertura floral.
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Cuadro 1. Receptividad del estigma en estilos de la forma 'fafayuco'" (10 estilos
por cada fecha de observacidn).

Horas después Porcentaje de estilos
de la polinizacién con granos de polen
germinados

24 100
48 70
72 100
96 70
120 100

Desarrollo de Tubos Polfnicos y
Fecundacion de Ovulos

Una caracteristica distintiva de 1a flor de nopal, es que el estilo es hueco;
tiene un canal entre el estigma y la cavidad locular. En este tipo de estilos, el
crecimiento de tubos polinicos es sobre la epidermis glandular del canal. Un alto
nimero de granos de pdlen (no determinado) se depositaron en los estigmas de ambas
formas estudiadas. La rdpida germinacién de granos de polen se evidencié por la
existencia de tubos polTnicos en la base del estilo, 24 horas después de la aper-
tura de la flor (en ambas formas) siendo superior el porcentaje de estilos con tu-
bos polinicos en la forma ''fafayuco' (70%) que en 1a "liso'" (50%). Sin embargo,
a las 48 y 72 hr después de la apertura se encontrd que el 100% de estilos de am-

bas formas presentaban tubos polinices en la base (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de estilos de las formas ''fafayuco' y '"1iso'" con tubos polini-
cos en la base del estilo, a diferentes horas después de la apertura flo-
ral (10 estilos por cada fecha de observacidn).

Forma Horas después de la apertura
de 0 24 L] 72
nopal
"Fafayuco" 0 70 100 100
"Liso" 0 50 100 100
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La frecuencia de tubos polinicos en diferentes posiciones del estilo y a dife-
rentes horas después de la polinizacidn se presentan en los Cuadros 3 y 4. Dicha
frecuencia varid entre la parte superior del estilo y la base de &ste, siendo con-
siderablemente mayor el niimnero de tubos polinicos que empiezan su desarrollo en el
cuarto superior del estilo, que los que empiezan en la base del estilo. En ambas
formas se registraron tubos polinicos en la base del estilo 24 horas después de la
apertura, con una mayor frecuencia de estilos en la forma ''fafayuco' que en la *"li~
so'"". En las observaciones realizadas a las 48 y 72 horas después de la poliniza-
cion, se encontrd una tendencia similar, indicada por una frecuencia mis alta de

tubos polinicos en la punta que en la base del estilo.

E1 nimero promedio de tubos polinicos en el cuarto superior del estilo (estig-
ma-1/k) fue superior en la forma '‘fafayuco'" que en la "1iso'; un comportamiento
similar fue registrado para las diferentes posiciones del estilo y para los distin-

tos tiempos en que se evalué la frecuencia de tubos polinicos (Cuadro 3 y &4).

Cuadro 3. Nimero promedio de tubos polinicos en diferentes posiciones del estilo y
diversos perfodos después de la apertura de la flor, en estilos de la
forma ''fafayuco'' (10 estilos por observacién)l.

POSICVIONES DEL ESTI1LO
Estigma-1/4 1/4-1/2 1/2-3/4 3/b-base
del estilo

Horas después
de polinizacién

24 hr 397+21.10a 292+19.89b 17569.55b 53+45,22b
48 hr 393+28.69a 340+21.08a 230+25.81a 151+£21.05a
72 hr 346+27.16b 292+15.81b 225+54.00a 127+39.17a

1Medias agrupadas con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamen-
te (Prueba de Tukey, P = 0.05).

Cuadro 4. Ndmero promedio de tubos polinicos en diferentes posiciones del estilo y
diversos periodos después de la apertura de la flor, en estilos de la for-
ma "liso'" (10 estilos por observacién)

POSICIONES DEL ESTI1LO

Horas después Estigma-175 T74-172 172-3/% 3/h-base del
de polinizacidn

estilo
24 hr 344+49.72a 192+10.32b 63+29.83b 21%24.58b
48 hr 355+41.16a 220+25.81a 126+35.02a 65+9.84 b
72 hr 325:£26.32b 225+26.35a 151+20.27a 10231.19a

TMedias agrupadas con la misma letra dentro de columnas no difieren estadisticamen-
te (Prueba de Tukey, P = 0.05). 170



Con relacién a la fecundacién de Svulos, se encontré que dos dfas después de
la polinizaci6én se observaron los primeros tubos polinicos penetrando los &vulos
de las dos formas (''fafayuco' y "1iso'). En el Cuadro 5 se presenta el porcentaje
de 6vulos en los que se observaron tubos polTnicos penetrando los S6vulos a través
del micrépilo a diferentes intervalos después de la apertura de la flor, lo cual

se considerd como una evidencia de fecundacién de éstos.

Cuadro 5. Porcentaje de 6vulos fecundados en diferentes intervalos después de la
apertura de la flor.

Dias después FORMAS DE NOPAL TUNERO
de la apertura PLiso" "Fafayuco'
de la flor

2 2 2
b 38 L6
6 24 ko
8 52 L2
10 20 L8

Obsérvese que a los dos dias después de la apertura, se registré un 2% de Svu-
los fecundados en ambas formas de nopal, y que este porcentaje aumentd considera-
blemente a 1os cuatro dias, sobre todo en 1a forma '""fafayuco'.La fecundacidén de Svulos
se protongd hasta el décimo dia después de la apertura, siendo evidente que los
porcentajes de Svulos fecundados, fueron mayores en la forma "fafayuco' que en la
"liso' en todas las fechas de observacidn, con excepcidn de la realizada ocho dfas

después de la apertura de la flor.

Con el fin de obtener una relacién entre la cantidad de Svulos que se fecundan
y los que se diferencian en semillas, se evalué el nimero promedio de Svulos por
flor al momento de la apertura y el nimero promedio de semillas que se forman en
frutos maduros. En el Cuadro 6 se presentan los resultados obtenidos, asi como el

correspondiente porcentaje de semilias logradas en las formas ‘''fafayuco' y "liso'".

El porcentaje de semillas formadas fue superior en la forma ''fafayuco' que en
la "1iso'", indicando que la fecundacidn de 6vulos fue superior en la forma ''fafa-
yuco''. Los tubos polinicos penetraron los Svulos a través del micrépilo, lo que

indica que es una fecundacién del tipo progamico. Los primeros signos de senescen-
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cia del 6vulo se registraron a los seis dias después de la apertura de la flor,

aunque la viabilidad de algunos Svulos se prolongd hasta por mids de diez dTas.

Cuadro 6. Relacidn entre la cantidad de 6vulos por flor y el ndmero de semillas
por fruto en las formas '"fafayuco' y "liso'.

Forma de Promedio de Promedio de semillas Porcentaje
nopal évulos por flor por fruto de semillas
logradas
""Fafayuco" 267 229 86
"“"Liso" 242 191 79

A los cuatro dias después de la apertura de la flor, se observd que los 6vulos
fecundados empezaban el desarrollo del endospermo, distinguiéndose divisiones nu-
cleares en el saco embrional en los lados de la chalaza y el micrépilo. Simulta-
neamente se noté un alargamiento de las células papilares en la epidermis dorsal
de la cobertura funicular; éstas células dan origen a la porcidn comestible del

fruto.

DISCUSION

La mayoria de las plantas producen flores que abren y permanecen abiertas has-
ta que ocurre la abscisién; en cambio, en algunas plantas las flores abren y cie-
rran el mismo dia. Esta apertura y cierre de flores puede continuar por varios
dfas, o en el caso de flores efimeras limitarse a un dfa (Jernsted, 1980). La ob-
servacién realizada en las dos formas de nopal estudiadas, revela que las flores
presentan caracteristicas de flores efimeras, debido a que abren y ciefran el mis-
mo dfa. En especies de bosques tropicales secos, las flores presentan también pe-
rifodos cortos de apertura floral y se ha mencionado que este comportamiento es un
mecanismo que reduce la pérdida de agua por transpiracién (Primack, 1982). Es pro-
bable que en el nopal tunero, el perfodo corto de apertura floral también sea uno
de los mecanismos que la planta usa para reducir la pérdida de agua. Otra explica-
cién puede residir en que las flores de esta especie tienen estigmas himedos, cuya
receptividad se reduce cuando prevalecen temperaturas altas y vientos secos, por-
que causan desecacién del estigma y por consiguiente afectan la germinacion de gra-
nos de polen (Countanceu, 1971; Leopold y Kriedemann, 1975; Micke y Kester, 1978).

Las temperaturas altas y los vientos secos son frecuentes durante la floracién de
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la mayoria de las formas de nopal tunero, por lo que se sugiere que el periodo
corto de apertura de la flor es un mecanismo que evita la desecacion del estigma,

favoreciendo de esta manera la germinacién de granos de polen.

Las observaciones de 1a presencia de granos de polen adheridos a los estigmas
de ambas formas de nopal, revelaron que los estigmas son cubiertos por una combi-
nacién de granos de polen derivados de la autopolinizacién y de la polinizacién
cruzada. Sin embargo, existen diferencias en el tiempo en que ocurren los dos ti-
pos de polinizacion y el sitio del estigma donde son depositados los granos de:po-
len. La autopolinizacidn ocurre al momento, y en algunos casos poco antes, de que
empieze la apertura de la flor y los granos de polen son depositados en la porcién
basal del estigma. La polinizacién cruzada, que es realizada generalmente por in-
sectos, empieza cuando la flor esta completamente abierta y los granos de polen se
depositan en la porcidn superior del estigma. El hecho de que la fecundacidn de
6vulos por granos de polen se extienda hasta por mas de #0 dias después de la aper-
tura, sugiere que las semillas que se forman en el fruto son el resultado tanto de
la autofecundacién como de la fecundacidn cruzada; es probable que los primeros
Ovulos hayan sido fecundados por tubos polinicos que se formaron a partir de gra-

nos de polen derivados de la autopolinizacidn.

La formacién de frutos en los que se diferencian semillas resultantes de auto-
fecundacién y fecundacidn cruzada, es una caracteristica sobresaliente como estra-
tegia de reproduccién, ya que tales semillas pueden dar origen a poblaciones homo-
cigbticas y heterocigéticas. Esta caracteristica probablemente representa una ven-
taja en la adaptacidon ecoldgica de esta especie para sobrevivir a condiciones am-

bientales que presenten variaciones bruscas en diferentes afios (Wilken, 1982).

En una de las formas evaluadas (‘''fafayuco''), se registrdé dehiscencia de las
anteras y polinizacidén del estigma aproximadamente 12 horas antes de la apertura.
Este comportamiento floral es un tipo de cleistogamia denominada por Lord, (i981),
como cleistogamia preantesis. Este autor cita una lista de especies que han mos-
trado cleistogamia, en la que no se incluye a Opuntia, por lo que es probable que
este trabajo represente el primer registro de la presencia de cleistogamia en
Opuntia. Wilken (1982) menciona que en especies que producen flores cleistSgamas
y casmdgamas, la hibridacién a través de la casmogamia es relativamente dependien-
te de las perturbaciones ambientales, mientras que la autopolinizacién a través de
la cleistogamia permanece relativamente independiente. En la forma ''fafayuco', la

flor combina caracteristicas de flores cleistégamas y casmdgamas, ya que después
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de que ocurre la autopolinizacién en flor cerrada (cleistogamia), la flor abre y
prosigue el proceso de polinizacién. Wilken (1982) también menciona que la cleis-
togamia confiere la ventaja de asegurar el éxito de la reproduccién y superviven-
cia en condiciones ambientales adversas para el crecimiento. En resumen, la plas-
ticidad de los sistemas reproductivos de Opuntia representan un mecanismo sensiti-
vo de ajuste a variaciones locales y temporales en el ambiente, lo cual es una ca-
racteristica sobresaliente en los sistemas de reproduccién en el reino vegetal vy

juega un papel importante en la estrategia ecoidgica (Heslop-Harrison, 1982).

El potencial reproductivo, o sea el ndmero de frutos que pueden ser producidos
por un individuo, depende del nimero de flores polinizadas,de la depredacidn de
frutos o semillas, de las condiciones ambientales y de la habilidad del progenitor
femenino para proporcionar los recursos necesarios para el desarrollo de los fru-
tos (Stephenson, 1981). En algunas especies, el potencial reproductivo esta limi-
tado por la disponibilidad de polen (Byerzychdek, 1980; Howell y Schropfer, 1981;
Bertin, 1982; Snow, 1982); cuando la polinizacién es abundante y constante, la fe-
cundacién esta limitada por los recursos disponibles en la planta (Stephenson,
1981; Snow, 1982). Los porcentajes de amarre de frutos y semillas registrados en
este estudio, indican que al menos para estas dos formas de nopal no se tienen li-
mitantes de disponibilidad de polen y recursos de la planta, ya que el porcentaje
de prendimiento de frutos fue superior al 90% y el de semillas varidé entre 80 y

86%.

La reduccién en la frecuencia de tubos polinicos del apice a la base del esti-
lo es un caso de redundancia de gametos, en donde hay la produccién de mas espermas
que los requeridos para la fecundacién (Cohen, 1975). Aparentemente una alta re-
dundancia de gametos influye en el desarrollo de tubos polinicos en el estilo y en
el vigor de la progenie (Mulcahy g&_gl:, 1975; Ter-Avanesian, 1978). Las flores
de Opuntia se caracterizan por diferenciar un alto ndmero de 6vulos por flor, lo
que sugiere la necesidad de una alta redundancia de gametos para lograr los por-

centajes de prendimiento de semillas previamente mencionados.
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