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ANATOMIA Y DESARROLLO DE LA FLOR ESTAMINADA,
MICROSPOROGENESIS Y MICROGAMETOGENESIS EN ESPECIES DE
LoPHOPHYTUM (BALANOPHORACEAE) EN LA ARGENTINA

HECTOR A. SATO! y ANA M. GONZALEZ?

Summary: Anatomy and development of the staminate flower, microsporogenesis and microgametogenesis
of species of Lophophytum (Balanophoraceae) in Argentina. The anatomy and development of the staminate
flowers, microsporogenesis and microgametogenesis of Lophophytum leandrii and Lophophytum mirabile
subsp. bolivianum, were studied. The aim of this work was to provide data for knowledge and taxonomy
of the genus. The staminate flowers differ between species in the number and position of perianth parts
and anther shape, which are important characteristics in the taxonomy of this genus. The perianth parts
are formed by parenchyma covered by a single-layered epidermis. The anther wall consists of epidermis,
a multilayered endothecium (with dual origin), middle layer and single-layered secretory tapetum (with dual
origin). The microspore tetrads are tetrahedral; the pollen grains are tricolpate and sincolpate with a thin
exine layer. Pollen grains are shed at two-celled state. The reductions that characterize the tuber also occur
in male flowers, which present “perianth pieces”, lacking the typical structure of sepals or petals. Although
these holoparasitic are characterized by aberrant vegetative body, and devoid of the typical organs or
meristems, the microgametogenesis and microsporogenesis develop normally.

Key words: Lophophytum, anther, endothecium, perianth, tapetum, tetrads.

Resumen: Se estudi6 la anatomia y desarrollo de la flor estaminada, microsporogénesis y
microgametogénesis de Lophophytum leandrii y Lophophytum mirabile subsp. bolivianum, a fin de
aportar datos para el conocimiento y taxonomia del género. Las flores estaminadas se diferencian
en nimero y ubicacion de las piezas del perianto y en la forma de las anteras, siendo caracteres
taxonomicos importantes. Las piezas perianticas estan constituidas de parénquima fundamental
cubiertas por una epidermis uniestratificada. La pared de la antera consta de epidermis, endotecio
pluriestratificado (de doble origen), capa media y tapete tipo secretor uniestratificado (de origen dual).
Las tétradas de microsporas son de tipo tetraédricas, los granos de polen son tricolpados, sincolpados
con exina delgada, siendo liberados en estado bicelular. Las reducciones que caracterizan el tuber
también se presentan en las flores estaminadas, donde aparecen “piezas perianticas” que no presentan
estructura tipica de sépalos o pétalos. A pesar que estas holoparasitas se caracterizan por poseer cuerpo
vegetativo aberrante, carente de érganos o meristemas tipicos, los procesos de microsporogénesis y
microgametogénesis se desarrollan de forma normal.

Palabras clave: Lophophytum, anteras, endotecio, perianto, tapete, tétradas.

INTRODUCCION

La familia Balanophoraceae comprende 17
géneros y 42 especies de plantas holoparasitas,
se distribuyen principalmente en los bosques
tropicales y subtropicales del mundo, algunas
crecen en regiones andinas (Kuijt, 1969; Nikrent
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& Musselman, 2004; Heide-Jgrgensen, 2008).
El género Lophophytum Schott & Endl. es
exclusivamente sudamericano y comprende cinco
taxones, dos de los cuales crecen en la Argentina:
Lophophytum leandrii Eichler, en Corrientes y
Misiones y Lophophytum mirabile Schott & Endl.
subsp. bolivianum (Wedd.) B. Hansen, en Salta
y Jujuy (Burkart, 1949; Hansen, 1980a, 1987;
Xifreda, 1999; Zuloaga et al., 2008; Novara, 2009).
Son especies holoparasitas de raices de arboles,
que desarrollan un cuerpo vegetativo o tuber
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totalmente subterraneo, del cual solo emergen las
inflorescencias compuestas conspicuas, de origen
endogeno (Gonzalez & Mauseth, 2010). Cada
inflorescencia se compone de un eje principal de
forma columnar y conica, de 10 a 30 cm de altura
(Fig. 1 A, D), cubierta por escamas esclerosadas
las cuales se desprenden a medida que maduran
las flores (Fig. 1 D, flecha). A lo largo del eje
principal se insertan las ramas secundarias breves
(Fig. 1 B-C), portadoras de flores unisexuales, las
pistiladas se ubican en el tercio inferior, quedando
parcialmente enterradas (Fig. 1 A, flecha), mientras
que las estaminadas se disponen hasta el apice
(Kuijt, 1969; Hansen, 1980a). La reduccion
de las piezas florales es una de las principales
caracteristicas de las flores de Balanophoraceae
(Kuijt, 1969). En las especies estudiadas, las flores
estaminadas estan representadas por dos anteras y
miembros del perianto reducidos, en L. mirabile
el perianto esta constituido por una sola pieza y
por dos en L. leandrii (Hansen & Engell, 1978;
Hansen, 1980a, 1987). La forma, posicion y tamafio
de las anteras es un caracter taxonémico usado para
separar las subespecies de Lophophytum (Hansen,
1980a). Cada flor estaminada posee dos estambres
compuestos por un filamento corto y tenue y una
antera basifija y diteca. La antera de L. mirabile
subsp. bolivianum posee los sacos polinicos
anteriores de cada teca de % de la longitud de los
sacos posteriores, caracter usado para diferenciarla
de L. mirabile subsp. mirabile con sacos anteriores
y posteriores de igual longitud; en L. leandrii los
sacos polinicos presentan igual longitud pero estan
insertos a diferente altura en el conectivo (Burkart,
1949; Hansen, 1980a).

Los estudios anatomicos sobre desarrollo
de las estructuras reproductivas en la familia
Balanophoraceae son escasos: Hansen (1976,
1980a, 1980b) describié los estigmas y las
caracteristicas del polen de L. leandrii y L. mirabile.
Cocucci (1991) estudié la macroesporogénesis y
macrogametogénesis de L. leandrii.

Considerando la ausencia de datos anatdmicos
y la importancia de la estructura de las flores
estaminadas en la taxonomia del género, el presente
trabajo tiene por objetivos: a) analizar la estructura
y anatomia de las flores estaminadas, b) examinar
el desarrollo de la antera, ¢) comparar los procesos
de microesporogénesis y microgametogénesis
en Lophophytum leandrii y L. mirabile subsp.
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bolivianum a fin de aportar datos para el
conocimiento y taxonomia del género.

MATERIALES Y METODOS

Para la presente investigacion se utilizaron flores
en distintos estadios de desarrollo que fueron fijadas
en FAA (alcohol 70°, formol, &c. acético, 90:5:5).

Lophophytum leandrii. ARGENTINA. Prov.
Misiones: Dpto. San Ignacio, Selva vecina a
cementerio, 27°16°5” S,55°3174.2""W, 21/06/2010,
Sato 7. 14/07/2010, Gonzalez 291. 11/08/2010,
Sato 10. 30/09/2010, Sato 20. 13/11/2010, Sato 28.
Dpto. Cainguas, Salto Tabay, sendero aguas abajo
del salto, 15/09/2011, Sato 114.

Lophophytum mirabile subsp. bolivianum.
ARGENTINA. Prov. Jujuy: Dpto. Ledesma, Parque
Nacional Calilegua, Zona Sur, A° Aguas Negras,
06/03/2009, Carranza 1831. 14/02/2010, Sato 4.
Sector Este, Subsector Caimancito a orillas de
camino de entrada y orillas de rio, 04/03/2010,
Sato 3. Sendero Téta, 25/08/2010, Sato 11. Entrada
al camping Aguas Negras, 29/12/2010, Sato 67.
20/01/2011, Sato 68. Zona sur, 25/02/2011, Sato 99.

Todos los ejemplares testigo estan depositados
en el Herbario del Instituto de Botanica del
Nordeste, Corrientes (CTES) y en el Herbario de la
Universidad Nacional de Jujuy (JUA), Argentina.

Para las observaciones con microscopia Optica
(MO) se realizaron preparados permanentes, el
material se deshidratd utilizando deshidratantes
histoldgicos (Gonzalez & Cristébal, 1997), la
infiltracion en parafina se realizo segun la técnica
de Johansen (1940). Se efectuaron cortes seriados
transversales (CT) y longitudinales (CL) de flores
con micrétomo rotativo de 12-15 um de espesor,
utilizando la coloracion safranina - astra blue
(Luque et al., 1996) y safranina - fast green
(Johansen, 1940) y se montaron con balsamo de
Canada sintético. Se realizaron ademas cortes con
ultramicrétomo de 1 pm de espesor de material
incluido en resina sintética y se colorearon con azul
de toluidina (Ruzin, 1999). Para las observaciones
se utiliz6 un microscopio 6ptico Leica MZ6 con
sistema de captura digital de imagenes. Para analizar
los engrosamientos del endotecio se efectud la
diafanizacién de las anteras utilizando hipoclorito
de Sodio al 35% a temperatura ambiente, durante
8 - 12 hs. La observacion de los engrosamientos,
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asi como la presencia de almiddn, se realizd con
microscopio 6ptico con luz polarizada.

Para la observacion con Microscopio Electronico
de Barrido (MEB) los materiales fijados en FAA
fueron deshidratados en serie acetonica creciente,
secados a punto critico y metalizados con Oro-
Paladio. Los granos de polen fueron previamente
acetolizados de acuerdo a la técnica de Erdtman
(1960). La observacion se realiz6 en un MEB Jeol
LV5800 del Servicio de Microscopia Electronica
de la Universidad Nacional del Nordeste, a 20 Kv.

OBSERVACIONES

Las descripciones de los distintos estadios del
desarrollo de los gametofitos masculinos de las dos
especies se hacen en forma conjunta debido a sus
similitudes, puntualizando las diferencias cuando las
hubiere.

Estructura y anatomia floral

Cada flor estaminada estd compuesta por dos
estambres y piezas del perianto. Estas piezas son
Organos carnosos semejantes a almohadillas, en L.
mirabile subsp. bolivianum la Gnica pieza de perianto
es de color blanco-amarillento, mientras que en
L. leandrii el par de piezas presentan una intensa
coloracion roja (Fig. 1 B-C). La forma de las piezas
perianticas varia dependiendo de la compresion
recibida durante el desarrollo floral, esto se puede
apreciar en la figura 1 E, donde se observan varias
flores de L. mirabile subsp. bolivianum. En una flor se
indican los estambres (asteriscos) y su Unica pieza del
perianto (a); en otra flor se removieron los estambres
(flechas) y se sefiala con (b) su pieza del perianto. L.
leandrii posee dos piezas perianticas: una inferior
(Fig. 1 F, G, ¢) y otra superior (Fig. 1 F, G, d).

Los estambres estan compuestos por un filamento
tenue, en cuyo extremo se insertan las anteras
(Fig. 1 F-L), existiendo diferencias de tamafio y
posicion entre las especies analizadas. La antera
de L. mirabile subsp. bolivianum posee los sacos
polinicos anteriores (adaxiales) de cada teca de % de
la longitud de los sacos posteriores (abaxiales) (Fig.
1 K-L), con la salvedad que cada teca tiene un saco
polinico adaxial y otro posterior o abaxial. En cambio
los sacos polinicos anteriores y posteriores de cada
teca de L. leandrii presentan préacticamente la misma
longitud, pero las tecas se insertan a diferentes alturas

en el conectivo (Fig. H-J), éste desplazamiento es
el resultado del ajuste que deben realizar las tecas
debido a la presencia de la pieza superior del perianto
(Figs. 1 G-H, d; 2 A-B, d). Las anteras de ambas
especies son de color blanquecino en estadios jovenes
y amarillas a la madurez (Fig. 1 A-D).
Anatdmicamente, las piezas peridnticas estan
constituidas por parénquima fundamental cubiertas
por una epidermis uniestratificada con una cuticula
delgada y sin estomas (Fig. 2 A-D). Estas piezas
estan conectadas por un tejido procambial que
mas tarde se diferenciard en un haz vascular,
predominantemente parenquimatico, que llega sdlo a
la base de cada almohadilla. Este haz es de desarrollo
tardio, formandose cuando se ha completado la
diferenciacion de las diversas capas de la pared de
la antera y ya se diferenciaron las células madres de
las microsporas (Fig. 2 A-C). Durante la ontogenia se
produce el depdsito de sustancias tanicas, de manera
progresiva desde la capa dérmica hacia el interior
(Fig. 2 C). En estructuras maduras la epidermis puede
presentar esclereidas dispersas, estas células tienen
pared secundaria, esclerosada, con puntuaciones
simples, conservan lumen amplio con sustancias
tanicas y se diferencian preferentemente en la region
exterior de las piezas del perianto (Fig. 2 E, flecha).
En la antera, ambas tecas se encuentran unidas
mediante un tejido conectivo donde se continda el
haz vascular colateral proveniente del filamento (Fig.
2 B, G-H). Cada teca posee dos sacos polinicos (Fig.
2 G-I), encontrandose estambres con variantes en
nimero de tecas y sacos polinicos (Fig. 2 L-M).

Desarrollo de la pared de la antera

Los primordios de los estambres se forman
como protuberancias en la superficie de las ramas
secundarias de la inflorescencia, son de forma
subcircular en transcorte; estan constituidos por
una masa de células meristematicas rodeadas de
una protodermis uniestratificada (Fig. 3 A, mer,
prt). A medida que se desarrolla la antera, las capas
celulares subepidérmicas experimentan una serie
de divisiones mitéticas que llevan a la formacion
de cuatro microesporangios, de este modo la antera
joven adquiere gradualmente contorno tetralobado
(Fig. 3 B). En cada esquina de la antera el estrato
subepidérmico se diferencia en células arquesporiales
(Fig. 3 C, arq), cuyas divisiones mit6ticas periclinales
originan hacia afuera el estrato parietal primario
(Fig. 3 C, epl) y hacia el interior células esporogenas
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Fig. 1. Inflorescencias y estructura de las flores estaminadas. A-B, E, K-L: L. mirabile subsp. bolivianum.
C-D, F-J: L. leandrii. A: Inflorescencia madura sin escamas, con anteras abiertas, flores pistiladas a nivel
del mantillo (flecha). B-C: Detalle de ramas secundarias con flores estaminadas. D: Inflorescencia con
algunas escamas en apice (flecha). E-L: MEB. E: Rama secundaria mostrando una flor completa con su
Unica pieza del perianto (a) y estambres (asteriscos), y otra flor indicando el perianto (b) y lugar ocupado
por estambres (flechas). F: Rama secundaria indicando los estambres (asteriscos) y la pieza anterior del
perianto (c) de una flor. G: Rama secundaria donde se removieron los estambres (flechas) y se muestra la
pieza anterior (c) y posterior (d) del perianto de una flor, y la pieza anterior del perianto de la siguiente (e).
H: CL de rama secundaria mostrando posicion de piezas anterior y posterior del perianto (c, d) y estambre.
I-J: Estambre, vista anterior y abaxial respectivamente, mostrando desfasaje en la insercién de las tecas.
K-L: Vista adaxial y lateral mostrando distinta longitud de sacos polinicos. I-L: Las flechas sefialan las lineas
de dehiscencia. Escalas: A, D: 2,0 cm; B-C: 0,5 cm; E-H: 0,5 mm; I-L: 0,2 mm.
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Fig. 2. Anatomia del perianto y tejido conectivo. A-D, F-G, J-K, M: L. leandrii. E, H-1, L: L. mirabile subsp.
bolivianum. A-C: CL de ramas secundarias mostrando distintos estadios de desarrollo del perianto y
estambre, (c) pieza anterior, (d) pieza posterior. D: CL del perianto mostrando epidermis y parénquima.
E: detalle de esclereida. F: haz vascular mostrando crecimientos de la pared secundaria hacia el lumen
(flechas). G-M: CT de antera. G: antera con cuatro sacos polinicos. H: zona del conectivo y septos (flechas)
en estado de cmm. |: antera en estado de polen unicelular. J: antera en estado de polen bicelular, con los
septos retraidos. K: estomio. L: antera anémala con tres tecas y dos haces vasculares. M: antera andmala
mostrando una teca con tres sacos polinicos, estrato parietal primario originando los estratos parietales
secundarios (flecha). Escalas: A-C, G-J, L-M: 0,1 mm; K: 50 ym. D-F: 10 pm.
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primarias (Fig. 3 C, cel). El epl origina por divisiones
periclinales dos estratos parietales secundarios (Fig. 3
D, ep2). Cada ep2, por otra ronda de divisiones, forma
dos nuevos estratos celulares, quedando la pared de la
antera constituida por la epidermis y cuatro capas:
endotecio biestratificado (Fig. 3 E, epd, end), estrato
medio (Fig. 3 E, em) y tapete (Fig. 3 E, tap).

A medida que madura la antera, las dos capas
subepidémicas acumulan gran cantidad de
sustancias tanicas y se diferencian en endotecio
biestratificado, desarrollando los engrosamientos
fibrosos caracteristicos (Fig. 3 F-J, end). La tercera
capa constituye un estrato medio, que se comprime
tangencialmente y es tempranamente digerido durante
el desarrollo de las microsporas (Fig. 3 E-H, em). La
cuarta capa forma el tapete que delimita el I6culo de
la antera (Fig. 3 E-G, K, M, tap).

La pared de la antera madura queda constituida por
las siguientes capas:

Epidermis: (Fig. 3 G-H, J, epd), constituida por una
capa de células de forma rectangular a cuadrangular
en transcorte, con paredes celul6sicas, la pared
tangencial externa es de mayor espesor. El citoplasma
esta fuertemente impregnado por sustancias tanicas.
La epidermis esta cubierta por una cuticula gruesa y
estriada. No presenta estomas.

Endotecio: biestratificado (Fig. 3 H-J), el
estrato externo posee células prismaticas alargadas
radialmente. Se depositan engrosamientos fibrosos
en forma de “U”, que en su maximo desarrollo se
presentan como gruesas barras lignificadas que
recorren las paredes radiales, desde la placa base en
la pared tangencial interna hasta la pared tangencial
externa (Fig. 3 H-1). La segunda capa del endotecio
posee células de menor desarrollo en sentido radial,
con el mismo patron de engrosamientos. Ambos
estratos exhiben un citoplasma tanifero (Fig. 3 H, J).

El estrato medio esta formado por células
pequefas y aplanadas y es hormalmente aplastado
por el desarrollo de los sacos polinicos (Fig.
3 G, em). En L. mirabile subsp. bolivianum
es comln que esta capa también engrose sus
paredes conformando a la madurez un endotecio
triestratificado (Fig. 3 J, end).

El tapete es uniestratificado, de tipo secretor,
constituido por células uninucleadas de paredes
delgadas, citoplasma denso y nicleo de gran tamarfio
(Fig. 3 F-G, K, M, tap). Su origen es dual segin su
posicion en la antera: en la porcion externa (hacia la
pared de la antera) derivan de las células parietales
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(Fig. 3 L, tpe) y en la parte interna (hacia los septos
que separan los sacos polinicos) derivan de las células
esporégenas (Fig. 3 L, tpi). Con el crecimiento
en volumen de la antera y la ausencia de nuevas
divisiones que incrementan su ndmero, las células
del tapete se alargan tangencialmente. Cuando las
microsporas sufren la primera mitosis, la pared
tangencial interna del tapete aparentemente pierde
continuidad, pero su citoplasma no es liberado hacia
el léculo, quedando restringido hacia la pared de la
antera (Fig. 3 M, tap). Ala madurez de la antera, luego
de la liberacion de los granos de polen, remanentes
del tapete permanecen reconocibles, adosados a la
parte interna de la pared del microesporangio (Fig. 5
D). Mediante las técnicas histologicas empleadas en
el presente estudio no se observaron orbiculas en el
tapete y/o léculo de las anteras.

Tejido conectivo

Simultaneamente con el desarrollo de la pared de
la antera, en la zona central del primordio estaminal
se produce la diferenciacion de procambium y
posteriormente un haz vascular colateral cuyo xilema
presenta elementos traqueales con engrosamientos
anillados caracteristicos (Fig. 2 F, flechas).

Enel conectivo, el parénquimacortical se diferencia
en dos zonas (Fig. 2 G-H, flechas): la que rodea al haz
vascular que se extiende formando los septos entre
los sacos polinicos, consta de 3-7 capas de células
con abundantes granos de almidén que comienzan a
degradarse luego de la separacion de las tétradas de
microsporas. Por otro lado, esta el parénquima que se
extiende desde el haz vascular hacia ambas epidermis
y presenta células de forma poliédrica que acumulan
abundantes compuestos tanicos (Fig. 2 H-1). A la
madurez de la antera, este parénquima tanifero
desarrolla engrosamientos fibrosos similares a los del
endotecio (Fig. 2 I, flechas). Estos engrosamientos
se forman de manera simultanea a los de la pared
de la antera, de forma centripeta hacia el haz, y se
contindan con el endotecio de la pared de la antera,
constituyendo un estrato continuo. Al estado de
granos de polen, previo a la dehiscencia, todas las
células parenquimaticas del conectivo que rodean al
haz vascular presentan los engrosamientos fibrosos
caracteristicos del endotecio, tanto del lado dorsal
como del ventral del conectivo (Fig. 2 J). Tanto las
células epidérmicas del estomio, cuanto las de los
septos y las de la region del endotecio vinculada
al conectivo, carecen de espesamientos fibrosos,
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Fig. 3. Desarrollo de la pared de la antera (corte transversal en MO). A-D, F, H, K-M: L. leandrii. E, G, I-J: L.
mirabile subsp. bolivianum. A: primordio de estambre. B: antera joven tetralobada. C-H: sucesivos estadios
del desarrollo de la pared de un microesporangio. |: diafanizado de células del endotecio mostrando los
engrosamientos fibrosos. J: pared de antera con endotecio triestratificado. K: detalle de tapete y cmm. L:
tapete, célula esporégena en division (tpi), tapete externo (tpe). M: detalle de tapete en estado de polen
unicelular. Abreviaturas: arq, células arquesporiales; ce1, células esporogenas primarias; cmm, células
madre de las microsporas; epl, estrato parietal primario; ep2, estrato parietal secundario; em, estrato
medio; end, endotecio; epd, epidermis; mer, células meristematicas; plc, polen unicelular; prt, protodermis;
tap, tapete; tpi, tapete interno. Escalas: A-B: 0,1 mm; C-M: 20 pym.
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mantienen sus paredes primarias delgadas y son de
tamafio relativamente menor (Fig. 2 1). Cuando los
granos de polen se encuentran maduros, el tejido de
los septos se retrae produciéndose la union de los
sacos polinicos de cada teca (Fig. 2 J), posteriormente
las anteras se abren debido a la ruptura de las células
del estomio (Fig. 2 K).

Se encontraron con frecuencia en ambas especies
anteras con distinto nimero de tecas y de sacos
polinicos (Fig. 2 L-M). Se observaron estambres
con 3 a 6 tecas y cada teca con dos sacos polinicos;
también pueden presentarse anteras con dos tecas,
pero cada teca puede tener tres sacos polinicos. En
estos casos el conectivo puede presentar 1 6 2 haces
vasculares. El desarrollo de las paredes de estas
anteras andmalas sigue el mismo patron de desarrollo
que las anteras normales. En la Fig. 2 M se muestra
la capa parietal primaria originando los estratos
parietales secundarios (flecha).

Microsporogénesis

Las células espordgenas primarias (Fig. 4 A), sufren
varias divisiones mitéticas, originando las células
madres de las microsporas (cmm), uninucleadas.
En estado premeiotico, las cmm se destacan por su
citoplasma denso con vacuoma muy reducido, nticleo
distendido, con abundante cariolinfa y cromatina,
en gran parte dispersa, como es caracteristico de
los procesos de transcripcion y sintesis propios del
estado profasico, donde se producen abundantes
mensajeros y precursores de microtdbulos e histonas
necesarios para completar el proceso meiético.
Acumulacion de estos elementos resultan evidentes
en la Fig. 4 D, donde se advierte una region clara
dentro del nicleo, quedando la cromatina condensada
y desplazada lateralmente, con los nucléolos ubicados
hacia la regién central de este campo claro (Fig. 4
C-D). En profase I, las cmm se separan entre si y
del tapete debido a la desintegracion del cemento
péctico, consecuencia de lo cual es que las cmm
tienden a adquirir forma esférica, los cromosomas se
identifican como hebras finas, ubicados en la region
clara formada previamente (Fig. 4 E-F). Las restantes
fases de la meiosis | transcurren de manera usual
(Fig. 4 G-J), esto es, concluyen meiosis | (Fig. 4 G-H)
y meiosis Il (Fig. 4 K), y los 4 ntcleos haploides
resultantes se distribuyen en los vértices de una figura
tetraédrica por accion de haces de microtdbulos
ubicados en los lados, evidentes en la Fig. 4 L, lo cual
permite, gracias a la posicion rigida de los nucleos,
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que ocurra la citocinesis mediante una pared caldsica,
generada en forma simultanea, como es caracteristica
de las tétrades tetraédricas que forman microsporas
triaperturadas. La citocinesis es de forma simultanea
originando tétradas del tipo tetraédrica (Fig. 4 L-M).
En una misma antera se puede presentar falta de
sincronizacion en las etapas de la microsporogénesis
entre los sacos polinicos (Fig. 4 N).

Microgametogénesis

Finalizada la citocinesis, las microsporas empiezan
a separarse debido a la disolucion de la pared de
calosa que conformaba la tétrada (Fig. 5 A). Cuando
las microsporas estan separadas completamente se
encuentran en estado unicelular (Fig. 5 B-C). La
primera division mitética de las microsporas forma
una célula vegetativa grande y una célula generativa
menor y de forma lenticular que queda contra la
pared de la microspora (Fig. 5 D, v, g). Los granos
de polen maduros se liberan al estado bicelular, son
esferoidales, tricolpado-sincolpados, con una exina
delgada y sin esculturas sobresalientes (Fig. 5 E-F).
Hasta ahora, no hemos podido observar la formacion
de los espermios, que seria la culminacion de la
microgametogénesis, puesto que muy probablemente
esto ocurra en los primeros momentos de la
germinacion del androfito (microgametofito).

DiscusioN Y CONCLUSIONES

Estructura y anatomia floral

El nimero y color de las piezas del perianto,
la longitud de los sacos polinicos y la insercién
de las tecas en el conectivo permiten distinguir
facilmente material de las dos especies argentinas de
Lophophytum. Hansen (1980b) ya utilizé las anteras
como caracter para diferenciar las subespecies de
L. mirabile, pero no especifica este caracter para
L. leandrii, tampoco menciona la coloracion de las
flores durante su desarrollo. La porcion pistilada
de la inflorescencia, al emerger del tuber, queda
parcialmente enterrada en el suelo o cubierta por la
hojarasca, por lo que frecuentemente los ejemplares
de herbario cuentan solo con fragmentos de las partes
estaminadas de las inflorescencias, es por ello que la
disposicion de las anteras en los estambres permite la
identificacion mas precisa de materiales secos.

La interpretacion de las estructuras florales
en Balanophoraceae es dificultosa, considerando
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Fig. 4. Microesporogénesis. A, C-K, M-N: L. leandrii. B, L: L. mirabile subsp. bolivianum. A: célula
esporogena. B: cmm. C: vista general del microesporangio en profase | temprana. D: detalle de cmm
con region clara dentro del nacleo. E: profase |, formacion de pared de calosa. F: profase | mostrando los
cromosomas en forma de hebras. G: metafase |. H: anafase I. |-J: Telofase I. K: metafase Il. L: telofase Il
M: tétradas tetraédricas. N: microesporangio en distintas fases de la meiosis Il. Escalas: A-B, D-I, K-M: 10
pm; C, J, N: 50 pm.
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Fig. 5. Microgametogénesis. A, C-D, F: L. leandrii. B, E: L. mirabile subsp. bolivianum. A: tétradas de
microsporas dentro de la pared de calosa. B-C: microsporas en estadio unicelular. D: microsporas en
estadio bicelular, v: célula vegetativa, g: célula generativa. E-F: granos de polen maduros, MEB. Escalas:
A, C-F: 10 um; B: 20 um.

su tamafio pequefio y la reduccion de sus piezas
florales. Kuijt (1969) menciona que la terminologia
normalmente aplicada a las flores de Eudicotiledoneas
es inadecuada para esta familia. Por ejemplo, Burkart
(1949) describe las flores estaminadas de L. leandrii
con un par de estambres y ovarios rudimentarios de
color rojo vivo. Estas estructuras fueron reconocidas
por Hansen (1980a) como piezas del perianto y
utilizadas en la separacion taxonémica de las especies.

En el presente estudio se confirma que las
excresencias carnosas que acompafian a
los estambres no presentan ninguna estructura
reproductiva femenina, ni remanentes de las mismas,
para ser considerados ovarios reducidos. Se continda
utilizando el término perianto, aplicado por Hansen
(1980a), con la particularidad de que no presentan
la estructura tipica de sépalos o pétalos, siendo
estructuras carnosas carentes de tejido secretor.
Endress y Matthews (2006) realizaron una revision
de las modificaciones que pueden presentarse a partir
de los pétalos y estambres, citando entre las mismas a
los pseudonectarios, que son estructuras que semejan
nectarios pero no secretan néctar (Dafni, 1984). En
ambas especies se registro la visita de coledpteros
del genero Oxycorynus, los adultos utilizan las
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inflorescencias como sitio de alimentacion y el
parénquima de las ramas secundarias para la
ovoposicion y desarrollo de las larvas (Ferrer et
al., 2012). Borchsenius y Olesens (1990) afirman
que el fuerte olor que emite la inflorescencia de L.
mirabile subsp. mirabile es el responsable de atraer
especialmente a los coleopteros. Existe abundante
bibliografia que cita diversas relaciones entre los
coledpteros y las flores (Endress, 1994), siendo el
aroma, néctar, polen en abundancia e inclusive piezas
florales las recompensas ofrecidas por estas flores
cantaroéfilas (Kiill & Gomes da Costa, 2003; Padilha
de Oliveira et al., 2003). Entre las holoparasitas se
encuentra ademas Hydnora como especie con flores
cantarofilas (Musselman & Visser, 1989). A fin de
realizar la correcta identificacion de las denominadas
piezas perianticas en Lophophytum, su origen y
eventual funcién como pseudonectarios, es necesario
un estudio exhaustivo de la ontogenia floral y
vascularizacion de la inflorescencia, considerando
que parte del desarrollo de estas piezas es posterior
al de los estambres.

A pesar de la gran modificacion del cuerpo
vegetativo, se pueden citar puntos en comdn con las
porciones estériles de las flores estaminadas como
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son la presencia de gran cantidad de compuestos
tanicos y el desarrollo de engrosamientos internos
en los elementos traqueales, presentes en especies
como L. leandrii (Gonzalez & Mauseth, 2010) y
Ombrophytum (Mauseth & Montenegro, 1992).

Desarrollo de la antera

A diferencia de las fuertes reducciones que
presentan éstas especies en su cuerpo vegetativo y
en su morfologia floral, los patrones de desarrollo
encontrados en las anteras pueden enmarcarse
dentro de los tipos descriptos como normales y
aplicables a un sinndmero de especies. La serie
de eventos de desarrollo de anteras descriptos por
autores clasicos como Bhandari (1984) o Raghavan
(1997), o revisiones modernas como las de Scott
et al. (2004) o Furness et al. (2002), pueden ser
comparados a los que se suceden en las anteras de
ambas especies de Lophophytum. En los primordios
de antera de Arabidopsis, se describen claramente
tres zonas denominadas L1, L2 y L3 (Goldberg et
al., 1993; Sanders et al., 1999; Scott et al., 2004);
de L1 se diferenciara la epidermis, de L2 las células
arquesporiales que dan origen a la pared de la antera
y al tejido espordgeno, y la L3 contribuye para el
conectivo Yy los tejidos vasculares. En los primordios
de antera de Lophophytum no fue posible obtener los
estadios tempranos que permitan la diferenciacion
de L2 y L3, si el origen de las células arquesporiales
subepidérmicas, por lo que indicaria que presentan el
mismo comportamiento.

Pared de la antera

Considerando el comportamiento de las capas
parietales secundarias, el desarrollo de la pared
de la antera puede enmarcarse dentro del tipo
basico propuesto por Davis (1966), aunque presenta
variaciones en el comportamiento de las capas medias,
las que desarrollan engrosamientos constituyendo a
la madurez un endotecio pluriestratificado. Lersten
(2004) menciona que las anteras a veces se desvian
de los tipos propuestos por Davis (1966), y que
estas estructuras no son estaticas y no se trata de
un estado maduro, por lo que solo son verificables
por un estudio del desarrollo usando muestras
estadisticamente validas.

Las presencia de la epidermis uniestratificada
de la pared de la antera de las especies de
Lophophytum concuerda con lo descripto para otras
Balanophoraceae como Corynaea crassa Hook.

f. var. sprucei (Eichl.) B. Hansen (Engell, 1979;
Johri, 1984). Una particularidad de estas especies
es que su porcién vegetativa carece por completo
de protodermis y epidermis como tejido protector
(Gonzalez & Mauseth, 2010), sin embargo este
meristema y la epidermis derivada se encuentran
presentes en las estructuras florales analizadas
en la presente contribucion, siendo su desarrollo
totalmente normal.

Segun distintos autores el endotecio puede ser
considerado de diferentes maneras: como la capa
subepidérmica del arco de la pared de la antera que
desarrolla engrosamientos fibrosos, o considerar
como endotecio a todas las regiones de la antera que
desarrollan engrosamientos, no solo de la region
del arco de la pared (G’Arcy & Keating, 1996).
Nosotros tomamos al endotecio en su sentido amplio,
considerando a todas aquellas capas que desarrollan
engrosamientos. Asi, el endotecio de las especies de
Lophophytum estudiadas presenta origen dual: el
que deriva de las capas parietales y el que se origina
de las células del conectivo. Bhojwani & Bhatnagar
(1986) sefiala que un tejido similar al endotecio
puede presentarse hacia la parte interna de la pared,
originado a partir de las células del conectivo.
Similar situacion se presenta en Lophophytum, en la
zona colindante con el conectivo en donde se pueden
encontrar de entre 3 y 5 capas con engrosamientos
endoteciales. Si bien lo usual es que el endotecio
esté formado por un solo estrato originado de
las capas parietales y presente solo en la parte
protuberante de la antera (Bhojwani & Bhatnagar,
1986; Jacobs & Lersten, 1994; Garcia, 2002), en
algunas plantas puede ser pluriestratificado. Puede
formarse por divisiones periclinales de algunas
células del endotecio por ejemplo en familias como
Magnoliaceae, Schisandraceae y Winteraceae donde
es biseriado, en Eucomia ulmoides (biseriado), en
Chelone glabra (2 a 6 capas), (Johri, 1984). Bhojwani
& Bhatnagar (1986) menciona que en Lilium y
Ranunculus una o méas capas medias pueden persistir,
y la capa interna adyacente al endotecio puede
desarrollar engrosamientos, tal como se observa
en Lophophytum. El endotecio pluriestratificado es
un cardcter relativamente comun en familias méas
primitivas, existiendo una tendencia filogenética
hacia la reduccion de los tejidos endoteciales
(Johri, 1984). No se han encontrado antecedentes
sobre patrones de desarrollo de engrosamientos del
endotecio en Balanophoraceae, pero este caracter se
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sugiere de importancia taxonémica en otras familias
(Manning, 1996; Garcia, 2002).

El tapete de Lophophytum también presenta
origen dual seglin su posicion en la antera, a partir
de las capas parietales y el otro que deriva de las
células esporogenas. Este Gltimo dato apoyaria lo
mencionado por Rutishauser (1982) respecto de que
las células esporogenas no se convierten en células
madre de las microsporas directamente después de
la division de las células arqueospdricas, sino que
siguen dividiéndose, comportandose como células
meristematicas vegetativas, o al menos las mas
externas, aportando las células para la formacion del
tapete interno. Las caracteristicas de tapete secretor
y uninucleado es compartido con otros géneros de la
familia, como Helosis (Gonzalez & Popoff, 2011),
y Corynaea crassa (Engell, 1979). La acumulacion
progresiva de almidén en células parenquimaticas
de conectivo y septos hasta estadios intermedios
del desarrollo y su posterior disminucion hacia la
madurez de la antera coincide con lo descripto para
Lilium por Clemente et al. (1994).

La deposicion de la pared de calosa se inicia
desde el estado de células madres de las microsporas
en profase I, manteniéndose durante las fases
de la division celular hasta la liberacion de las
microsporas. Esto es lo normalmente observado en
la mayoria de las plantas estudiadas y que originan
polen viable (Johri, 1984).

Microsporogénesis y microgametogénesis

La microsporogénesis se lleva a cabo de forma
normal, observandose como fase interesante un
gran campo claro en la region del nicleo con la
cromatina desplazada lateralmente. Para poder
hacer afirmaciones claras sobre este evento,
creemos conveniente la observacion del nucleo
con microscopia electronica de transmision, a
fin de determinar si se trata de una “vacuola” tal
como lo describiera Majewska-Sawka (1990) en
meiocitos masculinos de Beta vulgaris, formada
por invaginacion de las membranas nucleares, o si
se trata de un desplazamiento de la cromatina hacia
la zona periférica. La citocinesis es simultanea en la
mayoria de las Eudicotiledoneas (Furness & Rudall,
2004), caracter relacionado a la presencia de polen
tricolpado, lo cual concuerda con los resultados del
presente estudio. Segin Hansen (1980b) los granos
de polen son tricolporados para ambas especies de
Lophophytum, y ademas menciona que L. mirabile
presenta alrededor del 25% de sus granos de polen
hexacolporados, los cuales no fueron detectados
en nuestras observaciones. Se coincide con lo
observado por Hansen (1980b) en que los granos de
polen son liberados en estado bicelular.

Los resultados del andlisis del desarrollo de
las diversas partes de las anteras, incluyéndose
microsporogénesis y microgametogénesis pueden
sumarizarse en el siguiente grafico:

protodermis ceEUIas_ procambium MECstema
\r arquesporiales | fundamental
estrato parietal células espordgenas |
primario primarias !
parénguima parénguima
1 ;
7 v F———1 tanifero fundamental
: ) élulas m conectivo septos:
estrato parietal estrato parietal SElLiAg ik [cone ) ¢ )
g delas
secundarioexterno || secundariointerno A
microsporas
] estrato _ parénguima
endotecio radia microsporas haz vasc, fundamental
\ \ ptos
spidemts : tapete tapete e
endotecio endotecio
externo interno

Grafico 1. Representacion esquematica de la ontogenia de la pared de la antera, y microsporas.
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A pesar que las especies estudiadas poseen
una forma de vida muy especializada, presentan
un desarrollo totalmente aberrante en su cuerpo
vegetativo, marcado por fuertes reducciones y
ausencias de tejidos o meristemas con organizacion
tipica, a lo que se suma reduccién en sus piezas
florales, se ha encontrado que los procesos de
desarrollo de la antera, microsporogénesis y
microgametogénesis, tanto en meristemas como
tejidos derivados, se suceden de manera normal
y en correspondencia respecto a los antecedentes
de la mayoria de las angiospermas estudiadas, no
existiendo diferencias sustanciales entre ambas
especies analizadas.
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