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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion embrioldgica, la primera realizada en el género, fue ti-
pificar el proceso de microsporogénesis en Hymenocallis caribaea. La meiosis se desarrolla
cuando los botones florales atin se encuentran dentro del bulbo. La microsporogénesis sigue
un patrén de tipo sucesivo, comun en las monocotiledéneas. El proceso es asincrénico entre
yemas de una misma inflorescencia (indeterminado o acrépeto), anteras de una misma flor, y
entre el dpice y la base de la misma antera (basipeto). Las anteras poseen estomas, el tapete es
de tipo ameboide o periplasmodial y las células del endotecio no desarrollan engrosamientos
en la pared, al contrario de lo que ocurre en la mayoria de los representantes de la familia. El
tapete invade tempranamente la cavidad de la antera y produce pollenkit, una secrecién ama-
rillenta de tipo lipidico que se deposita sobre los granos de polen maduros confiriéndoles pro-
piedades adherentes. Las micrésporas son uninucleadas, con patrén de ornamentacion inci-
piente al momento de ser liberadas de la tétrada. Los granos de polen son monocolpados,
como en la mayor parte de las monocotiledéneas; la exina tiene un patrén de ornamentacion
denso en los extremos y un reticulo mas laxo en la zona central. Al momento de la dehiscencia
de la antera el polen es binucleado, condicion que se considera ancestral en las angiospermas
junto ala presencia de estomas en las anteras.

Palabras clave: Amaryllidaceae, embriologia, Hymenocallis, microsporogénesis, polen

ABSTRACT

An embryological investigation was undertaken for the first time in a member of the
genus Hymenocallis, to describe the microsporogenesis in Hymenocallis caribaea. Meiosis
takes place when flower buds are still inside the bulb. Microsporogenesis follows a succes-
sive type, common in monocots. The process is asynchronous between buds of the same in-
florescence (undeterminate or acropetal), anthers of the same flower, and between the apex
and the base of each anther (basipetal). Anthers have stomata, the tapetum is ameboid, or
periplasmodial, and the endothecium doesn’t develop wall thickenings, contrary to what
happens in most family representatives. Tapetum invades anther cavity early and produces
pollenkit, a yellowish lipid secretion which is deposited over the mature pollen grains giving
them adherent properties. When released from tetrads, microspores are uninucleate and
show an undeveloped pattern of wall sculpturing. Pollen grains are monosulcate as in most
monocots; the exine shows a dense sculpturing pattern at the ends and a loose reticulum at
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the central zone. At the time of anther dehiscence, pollen is binucleate, a condition which is
considered ancestral within the angiosperms as is the presence of stomata in the anthers.

Key words: Amaryllidaceae, embryology, Hymenocallis, microsporogenesis, pollen

INTRODUCCION

La familia Amaryllidaceae ha sido objeto de numerosas investigaciones
embriolégicas. Sobre la base de las revisiones realizadas por Stenar (1951),
Davis (1966), Dutt (1970), Ravikumar & Nair (1982) y Dahlgren et al. (1985), el
modelo propuesto para el proceso de microsporogénesis es uniforme para toda la
familia, presentdndose escasas excepciones sobre el patron general de microspo-
rogénesis sucesiva con tétradas tetragonales. Esta es la primera vez que se abor-
da un estudio embriolégico en Hymenocallis Salisb.; asi pues, el objetivo del
presente trabajo es tipificar el proceso de microsporogénesis en Hymenocallis
caribaea (L.) Herb., compardndolo con los patrones ya conocidos en las mono-
cotiledéneas y en otros representantes de la familia Amaryllidaceae.

MATERIAL Y METODOS

Se escogid a H. caribaea, especie de origen caribefio introducida en Vene-
zuela, por su ficil acceso, pues se utiliza de forma extensa en el ornato publico y
privado de muchas ciudades del pais debido a su valor ornamental y resistencia.

La investigacién abarca inicamente las etapas del desarrollo previas a la fer-
tilizacion. Se recolectaron 80 inflorescencias en los jardines de la Universidad
Central de Venezuela, en Caracas. El material consistié de botones florales en
diferentes estados de desarrollo, desde aquéllos donde comenzaban a diferenciar-
se las anteras y los 6vulos atin estaban en una fase muy incipiente (de primordios),
hasta los botones maduros y listos para la antesis.

Debido a que en las Amaryllidaceae el proceso meidtico generalmente se
desarrolla cuando la inflorescencia atin esta en el interior del bulbo, los mismos
fueron examinados in sifu para recolectar los botones evitando extraerlos del sue-
lo. Para ello, se dejé parcialmente expuesta la yema apical con la ayuda de unas
pinzas largas y estrechas, forzando un poco la separacién y apertura de los primor-
dios foliares y hojas, para seguir la formacién de la inflorescencia sin alterar el
crecimiento vegetativo de la planta. Una vez que asomaba el dpice de las dos brac-
teas mds externas que rodean la inflorescencia, la planta era marcada con cinta
para su recoleccién al dia siguiente, justo cuando comenzara a emerger debido al
inicio de la expansién del escapo floral. De esta forma se evit6 la extraccién inne-
cesaria de gran cantidad de bulbos (Raymiindez 1997).

Los botones florales se fijaron en solucién de Farmer (3:1 etanol absoluto:4ci-
do acético glacial) durante un periodo de tres a cuatro semanas. Posteriormente, se
disecaron para exponer las anteras (Raymindez 1997).
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Se sigui6 el protocolo para el estudio embriolégico descrito por Johansen
(1940), con las modificaciones en el procedimiento de deshidratacion y rehidrata-
cion alcohdlica y de montaje propuestas por Sdnchez (1995) y Raymindez
(1997). Las anteras fueron procesadas por dos vias: mediante la preparacién de
laminas seriadas de cortes longitudinales y transversales de anteras incluidas en
parafina, obtenidos al micr6tomo de rotacién (Johansen 1940; Sanchez 1995),y a
través de la diseccidn directa de anteras bajo un microscopio estereoscopico, cor-
tandolas transversal o longitudinalmente con una aguja de punta biselada y dre-
nandolas hacia el medio de montaje. La coloracién se realiz6 con carbolfuchsina
modificada o con azul de toluidina. Las muestras fueron preparadas de forma
semipermanente, utilizando como medio de montaje la mezcla glicerina-gelatina
50% (Raymundez 1997).

Las laminas producidas a partir de cortes seriados al micrétomo de rota-
cion fueron evaluadas sistematicamente, manteniendo el orden en el que fueron
cortadas y montadas. Las ldminas hechas a mano alzada fueron ordenadas y eva-
luadas segun la etapa de la microsporogénesis en la que se encontraban. Las
observaciones y fotomicrografias fueron realizadas en un microscopio Nikon
Optiphot 2, con cdmara automatica y cimara de video incorporadas.

RESULTADOS

La meiosis en las anteras comienza cuando los botones florales estan profun-
damente inmersos dentro del bulbo. El desarrollo de la inflorescencia es indetermi-
nado, formandose de 10-16(18) yemas florales en cada una, con desarrollo
centripeto; cuando en los botones florales mas externos las anteras se encuentran en
las ultimas fases de la microsporogénesis (tétradas y polen uninucleado sin deposi-
cion completa de la exina), las anteras de los botones florales centrales no han
comenzado atn la meiosis (tejido esporégeno indiferenciado y microsporocitos).

Asimismo, hay desfase en el desarrollo de la microsporogénesis no sélo
entre flores de la misma inflorescencia, sino entre anteras de la misma flor, y
entre el dpice y la base de una misma antera. La asincronia entre las anteras de
una flor depende de la posicidn de éstas con respecto al perianto; los tres estam-
bres episépalos (adnatos a los 16bulos calicinos del perigonio tepaloideo) son
mas precoces en su desarrollo que los tres internos epipétalos. Dentro de una mis-
ma antera, la asincronia viene dada por una diferenciacién basipeta, es decir, el
apice de la antera madura mas tempranamente que la base. Esta asincronia es
comun a otras especies del género (H. bolivariana, H. lobata, H. tubiflora, H.
venezuelensis) en las que se han realizado observaciones reproductivas (M. Ray-
mundez, datos no publ.). En la madurez de los botones florales, justo antes de la
antesis, todas las anteras de la flor se sincronizan entre y dentro de si y alcanzan
el grado maximo de desarrollo, preparandose para la dehiscencia.

Las anteras de H. caribaea son largas, versatiles, tetrasporangiadas, de
dehiscencia longitudinal, al igual que en otras especies del género. Cuando inma-



412 Raymindez, Escala y Xena de Enrech

duras son de color blanco cremoso o verdoso, tornando a amarillo-naranja en la
madurez por deposicién de pollenkit sobre los granos de polen maduros y sobre
las paredes internas de la cavidad del microsporangio. Esta deposicién lipidica es
originada por las células del tapete (Fig. 1) y secretada en la dltima fase de la
microsporogénesis.

Fig. 1. H. caribaea. Células del tapete periplasmodial uni- y binucleadas de secretando
pollenkit y rodeando a granos de polen. Nétese la formacion del plasmodio en la
zona inferior del tapete liberado a la cavidad de la antera (60 x).

Las anteras inmaduras presentan epidermis unistrata, con estomas dispersos;
las células epidérmicas poseen paredes celulares delgadas, con la pared periclinal
externa algo mas gruesa. Le sigue el endotecio constituido por células de paredes
delgadas, y luego un niimero variable (1 a 5) de capas parietales con amiloplastos
abundantes (Fig. 2). La capa mads interna de la pared de la antera, el tapete, es de
tipo ameboide o periplasmodial, constituido inicialmente por una sola capa de
células uni o binucleadas, con citoplasma prominente y paredes celulares delgadas;
comienza a desintegrarse muy tempranamente (durante la profase I de la meiosis)
separandose inicialmente del resto de las capas de la pared de la antera (Fig. 3), lue-
go de lo cual los protoplastos protruden en la cavidad interna del microsporangio
(Fig. 4), fusionandose entre si gran parte de ellos, formando un plasmodio cenoci-
tico que rodea a las células madre y luego a los granos de polen (Fig. 1).

Durante el desarrollo y maduracion de la antera se mantiene la estructura de
las paredes, a excepcidn del tapete, que sufre los cambios drasticos explicados
anteriormente. Las capas parietales se vuelven proliferativas en la zona de con-
vergencia de los dos l6culos, mientras se mantiene un sélo estrato en la zona por
donde ocurrird la dehiscencia. Estas capas se van obliterando a medida que avan-
za el desarrollo de la antera (Fig. 4) y van perdiendo gradualmente su contenido
de almidén, mientras que los protoplastos de las células del tapete se van hacien-
do mas prominentes (Fig. 5).
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Fig. 2. H. caribaea. Corte transversal de una antera mostrando la epidermis (ep), endo-
tecio (en), capas intermedias (ci), tapete (t) y células madre de las micrésporas
(cm) (300 x).

Fig. 3. H. caribaea. Corte paradérmico de una antera mostrando células del tapete (tp)
que comienzan a perder cohesion tisular y se separan del resto de la pared de la
antera; epidermis (ep), endotecio (en) (300 x).
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El tejido espordgeno estd constituido por una masa indiferenciada de célu-
las esféricas, grandes, de paredes muy delgadas y labiles, inconspicuas, con cito-
plasma denso y prominente, y nicleo evidente en interfase (Fig. 6).

El inicio de la microsporogénesis estd marcado por la deposicién de una
pared de calosa alrededor de cada uno de los microsporocitos que constituyen el
tejido espordgeno, individualizandolos y aislandolos entre si. Una vez concluido
este evento, se produce la meiosis (Fig. 5, 7-12).

Las células madre de las micrésporas son de grandes dimensiones (80-100
mm de didmetro); presentan forma esférica, a veces ligeramente poligonal, con
paredes de calosa prominentes, de aproximadamente 9-10 mm de espesor; duran-
te las distintas etapas de la profase I muestran un nicleo con un solo nucléolo pro-
minente.

La meiosis masculina en H. caribaea es del tipo sucesivo, formandose cla-
ramente una lamina ecuatorial de calosa que separa dos regiones bien definidas
en las células madre de las micrésporas al finalizar la telofase I, dando origen a
una diada (Fig. 10). Al llegar a la telofase II, se forma una tétrada de células con
disposicién tetragonal (Fig. 11). Mientras avanza la meiosis las células del tape-
te han incrementado su contenido lipidico, presentan una vacuola prominente y
un nicleo menos evidente.

Las micrésporas son liberadas de la tétrada al I16culo de la antera (microspo-
rangio) con una pared celular en la que se puede observar el patrén de escultura-
cién incipiente de la exina (Fig. 12) definido por la célula madre (gametofitico).
En este momento las micrésporas son uninucleadas y permanecen asi mientras
culmina y se define la formacién de la exina por deposiciones de origen esporofi-
tico. Luego, la exina es cubierta por una deposicién amarillo-naranja (Fig. 13), de
composicién lipidica, denominada pollenkit, originada por las células del tapete.
El pollenkit confiere propiedades adherentes a los granos de polen y a él se debe
también su color amarillo-naranja caracteristico, que cambia de tonalidad desde el
amarillo palido hasta el naranja entre las distintas especies de Hymenocallis (M.
Raymiindez, datos no publ.).

Antes de que se produzca la dehiscencia de la antera, en las micrésporas
libres en el microsporangio ocurre la mitosis asimétrica que caracteriza el
comienzo de la microgametogénesis. En el momento de la dispersion los granos
de polen se encuentran en estado binucleado, formados por un niicleo vegetativo
prominente y un niicleo espermético pequefio.

En la madurez, los granos de polen de H. caribaea son grandes (> 100 p),
monocolpados, heteropolares, bilaterales, de forma elipsoidal, y ligeramente
arrifionados en vista ecuatorial (proximal) (Fig. 14). La exina es dimérfica, mos-
trando un reticulo laxo en la zona media, y un patrén mucho mas fino y denso
hacia los extremos (Fig. 14-15).
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Fig. 4. H. caribaea. Corte longitudinal de la antera mostrando la obliteracién parcial de
las capas intermedias (ci) y liberacion del tapete (tp) que invade el 16culo alrede-
dor de las células madre (cm) (150 x).

Fig. 5. H. caribaea. Células madre de las micrésporas en profase I (leptoteno) rodeadas de
células uni- y binucleadas del tapete (tp) libres de la pared de la antera (300 x).
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Fig. 6. H. caribaea. Masa de tejido esporégeno formada por microsporocitos carentes de
pared celular de calosa, procedentes del interior de una antera (150 x).
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Fig. 7. H.caribaea. Célula madre de las micrésporas en metafase I, vista ecuatorial (900 x).
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Fig. 9. H. caribaea. Célula madre de las micrdsporas en interfase-profase II, vista ecua-
torial; se observa el fragmoplasto recién formado dividiendo ambos protoplastos
y la pared de calosa dividida (300 x).
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Fig. 10. H. caribaea. Célula madre de las micrésporas en estado de diada; la parte supe-
rior se encuentra en telofase Il y la inferior en citocinesis (300 x).

50 ym

Fig. 11. H. caribaea. Células madre de las micrésporas en estado de tétrada tetragonal;
se observa el patrén incipiente de esculturacion de la pared de las micrésporas
(de origen gametofitico) antes de ser liberadas de la tétrada (150 x).
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Fig. 12. H. caribaea. Micrdsporas recién liberadas de la tétrada; se observa el patrén de
esculturacién incipiente de la exina que serd luego caracteristico en el grano de
polen maduro (300 x).

Fig. 13. H. caribaea. Micrésporas en el microsporangio rodeadas de pollenkit (60 x).
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Fig. 14. H. caribaea. Grano de polen monocolpado en estado uninucleado (micréspora)
en vista polar (600 x).

25 pm

Fig. 15. H. caribaea. Grano de polen mostrando la exina de reticulo laxo en la zona
media y un patrén denso en los extremos. El patrén reticulado retiene gran can-
tidad de pollenkit que se aprecia como gotas anaranjadas (300 x).
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DISCUSION

Si se comparan los resultados obtenidos en el presente trabajo con aquéllos
reportados por Davis (1966), Dutt (1970) y Dahlgren et al. (1985), con relacién
al proceso de microsporogénesis en las Amaryllidaceae, se observa que de mane-
ra similar al resto de los miembros de la familia, Hymenocallis caribaea presen-
ta microsporogénesis sucesiva. Los resultados concuerdan también en lo que
respecta al estado binucleado en el que es liberado el polen al momento de la
dehiscencia de la antera. Este comportamiento estd considerado por Brewbaker
(1967) como un caracter ancestral en las angiospermas en general, siendo la con-
dicién avanzada la liberacion del polen en estado trinucleado.

Sin embargo, existen divergencias en ciertos aspectos del proceso con res-
pecto a los referidos por la bibliografia. H. caribaea presenta un tapete ameboi-
de o periplasmodial, en contraposicion con el tipo de desarrollo del tapete
descripto por Dutt (1970) para la familia Amaryllidaceae, y por Furness & Rudall
(1998) para las Asparagales en general, quienes indican que el tapete caracteris-
tico para todo el orden es de tipo secretor. Dahlgren et al. (1985) y Davis (1966)
también asignan el tipo de tapete secretor como tipico de la familia, pero refieren
excepciones del tipo ameboide en Galanthus L. El tapete periplasmodial o ame-
boide es el mas comtn en las monocotiledéneas (Furness & Rudall 1998), por lo
que este caracter pudiera representar una reversion hacia la condicién ancestral,
asi como una diferencia genérica interesante a la hora de definir a Hymenocallis
dentro de la familia.

Si se piensa en el papel funcional que tiene el tapete en la nutricién de las célu-
las madre, en la deposicion de las capas externas de la exina sobre las micrésporas y
en la sintesis de pollenkit (Hesse 1981; Knox 1984), la condicién periplasmodial del
tapete en H. caribaea favorece el desarrollo de estas funciones uniformemente alre-
dedor de los granos de polen contenidos en el microsporangio.

La presencia de estomas en las anteras de H. caribaea, asi como en el 6vulo
y la cubierta seminal (datos no mostrados), es considerada como evolutivamente
primitiva dentro de las angiospermas y ocurre también en otros miembros de la
familia (Dutt 1970).

Hymenocallis caribaea difiere de la mayoria de las Amaryllidaceae en la
estructura anatémica de la antera; en esta especie, las paredes de las distintas capas
que conforman la antera permanecen delgadas y celulésicas en la madurez y hasta
el momento de la dehiscencia, en numerosos miembros de la familia es frecuente
que el endotecio o alguna de las capas parietales intermedias desarrollen engrosa-
mientos fibrosos (Davis 1966; Dahlgren et al. 1985).

En H. caribaea 1a meiosis no es sincrénica a lo largo de la antera, al igual
que en otras especies de Amaryllidaceae como Crinum flaccidum Herb. (Howell
& Prakash 1990); incluso, en H. caribaea, tampoco lo es entre microsporangios
de una misma antera ni entre anteras de una misma flor. Dado que la asincronia
que se presenta a diferentes niveles es comiin a otras especies del género Hyme-
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nocallis (M. Raymindez, datos no publ.), ésta seria otra caracteristica que permi-
te definirlo.

La morfologia general del polen de Hymenocallis caribaea refleja también
el patrén tipico de la mayor parte de los miembros de la familia Amaryllidaceae
(Dutt 1964; Dahlgren et al. 1985), mientras que la forma mas o menos elipsoide
del grano de polen, su gran tamafio y la exina dimérfica son comunes entre H.
caribaea y otros miembros del género Hymenocallis (Ravikumar & Nair 1982;
Roubik & Moreno 1991; Meerow & Dehgan 1985; Meerow et al. 2002).

En la mayoria de los géneros de la tribu Hymenocallideae para los que se
conoce su morfologia polinica, la reticulacién central es muy laxa al igual que en
Hymenocallis, a excepcion de algunas especies de Ismene Salisb. ex Herb. donde
el patrén se muestra mas denso (Meerow & Dehgan 1985). La esculturacién en
los extremos forma en todos los casos estudiados una trama mds cerrada. Otros
caracteres variables en la tribu son el tamafio del grano de polen y el didmetro del
lumen del reticulo formado por la exina (Ravikumar & Nair 1982; Meerow &
Dehgan 1988; Meerow et al. 2002).

La tribu Hymenocallideae se diferencia en la morfologia del polen de la
cercana tribu Eucharideae, por la ausencia en la mayor parte de los miembros de
ésta ultima, del dimorfismo en la exina entre la porcidén central y los extremos del
grano. El género Urceolina Rchb. representa una excepcion, porque es el tinico
que comparte el dimorfismo en la esculturacién con las Hymenocallideae, consi-
derdndose este cardcter una condicién simplesiomoérfica (Meerow & Dehgan
1988; Meerow et al. 2002).

La exina dimérfica en el grano de polen representa un caracter ancestral en
Hymenocallis, asi como el polen binucleado al momento de su liberacién, y los
estomas en las anteras; lo mismo ocurre con algunos otros caracteres relacionados
con la megasporogénesis y el desarrollo seminal (Raymundez ez al. 2008). Por el
contrario, el polen de gran tamafio, junto a otros caracteres reproductivos como las
flores sésiles y erectas, representan una condicién derivada en la evolucion del
grupo (Meerow et al. 2002).

Los caracteres embriol6gicos han sido de utilidad en la diagnosis de grupos
de alto rango taxonémico (Furness & Rudall 1999; Furness et al. 2002). Aquéllos
que tipifican el patrén de desarrollo embriolégico suelen conservarse dentro de
estas altas jerarquias, cambiando unicamente en los detalles caracteristicos de cada
grupo de menor rango; por ello, el presente trabajo contribuye a ampliar el conoci-
miento sobre las particularidades en el desarrollo de la microsporogénesis en un
miembro de la familia Amaryllidaceae y caracteriza por primera vez el desarrollo
embrioldgico de una especie del género Hymenocallis con detalles especificos.
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