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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objeto tipificar los procesos de megasporogénesis y me-
gagametogénesis en Hymenocallis caribaea 'y algunos caracteres de su desarrollo seminal.
Paraello, se siguid la metodologia anatémica sugerida por Johansen (1940) en estudios em-
briolégicos. Los évulos de H. caribaea son bitégmicos y pseudocrasinucelados. El tegu-
mento externo se mantiene indiferenciado hasta la etapa postfertilizacién y se encuentra
profusamente vascularizado. El micrépilo se forma en zig-zag con la intervencion de ambos
tegumentos que se encuentran desalineados, cardcter considerado evolutivamente primiti-
vo. La meiosis se produce mientras la yema floral estd completamente inmersa en el bulbo.
La célula madre de las megdsporas proviene directamente del megasporocito, del cual se
forman cuatro megdsporas reducidas y sélo la situada en el polo calazal se mantiene funcio-
nal (megasporogénesis monospdrica), dando origen al saco embrionario. La megagameto-
génesis sigue un patrén del tipo Polygonum, con ocho células en el saco embrionario madu-
ro: tres células micropilares (dos sinérgidas y una ovocélula), tres calazales (antipodas) y
dos nucleos polares en el centro-lateral del saco embrionario. Esporddicamente se produce
mds de un saco embrionario por 6vulo, pero éstos no parecen culminar con la formacién de
mads de un embrién por semilla. El desarrollo y diferenciacién del 6vulo de H. caribaea para
formar una semilla verde, carnosa, con baja relacién peso/volumen, profusamente vascula-
rizada, con embrién rudimentario hasta bien adelantado su desarrollo y a veces vivipara, pa-
rece reflejar una adaptacion al medio particular donde se desarrollan estas plantas.

Palabras clave: Amaryllidaceae, embriologia, Hymenocallis, megagametogénesis, me-
gasporogénesis

ABSTRACT

The main objective of the present research was to characterize the processes of megas-
porogenesis and megagametogenesis in Hymenocallis caribaea and some characteristics of
its seed development. To achieve it, there were followed the anatomical methodology sugges-
ted by Johansen (1940) for embryological purposes. Ovules of H. caribaea are bitegmic and
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pseudocrassinucelate. Outer integument rests undifferentiated until the postfertilization sta-
ge and it is profusely vascularized. Both integuments form a zig-zag micropile, which is con-
sidered evolutionarily primitive. Meiosis occurs while flower buds are completely immersed
in the bulb. Megaspore mother cell origins directly from megasporocite. During megasporo-
genesis four megaspores are formed and only the one at the chalazal pole remains functional
(monosporic type), giving rise to the embryo sac. Megagametogenesis follows the Polygo-
num pattern, with eight cells in the mature embryo sac: three micropilar cells (two sinergids
and the egg cell), three chalazal cells (antipodes), and two polar nuclei in the center-side of the
embryo sac. More than one embryo sac per ovule sporadically occurs, but they do not appear
to lead to the formation of more than one embryo per seed. Development and differentiation
of the ovule of H. caribaea to form a green, fleshy, low weight/volume, profusely vasculari-
zed seed, with a rudimentary embryo until its development is well advanced, appears to re-
flect an adaptation to the particular environment where these plants grow.

Key words: Amaryllidaceae, embryology, Hymenocallis, megagametogenesis, megaspo-
rogenesis

INTRODUCCION

La utilidad sistemdtica de los estudios embrioldgicos estd orientada a diluci-
dar mds claramente las relaciones filogenéticas entre grupos. El comportamiento
durante la megasporogénesis, megagametogénesis y microsporogénesis suele ser
comun a un grupo de evolucién conjunta. La caracterizacion de este tipo de patro-
nes reproductivos permite establecer relaciones de parentesco importantes en taxa
de diferentes jerarquias, pues se supone que son caracteres adquiridos temprana-
mente durante la evolucidn; suelen ser ademas altamente conservados en taxa de
rangos taxondmicos altos (Davis 1966; Herr 1984; Johri & Ambegaokar 1984).

Las fuentes de informacién embriolégica se han utilizado sobre todo en el
establecimiento de relaciones evolutivas en diferentes jerarquias taxondmicas,
mas cominmente a niveles de orden y familia, y menos frecuentemente a nivel de
especie, de forma de confirmar la posicion jerarquica de un taxon definido pre-
viamente con base en la combinacion de otro tipo de caracteres morfoldgicos dis-
tintos a los embriolégicos (Cave 1948; Davis 1966; Bjornstad 1970; Arroyo
1982; Tobe & Raven 1983; Herr 1984; Tobe 1989). Las bases de datos embriol6-
gicos pueden proveer decenas de caracteres complejos diferentes, pero a pesar de
su evidente valor sistematico aun se carece de informacién en un porcentaje
importante de familias de angiospermas, que podria llegar hasta 30% de ellas, o
bien ésta es incompleta (Tobe 1989).

La embriologia comparada representa un tesoro en estudios evolutivos
sobre la diversidad estructural en plantas, de forma que la morfologia y la morfo-
génesis complementan la informacién que se deriva de estudios moleculares y
del registro fosil. En un futuro proximo se espera lograr una vision sintética de la
evolucién de las plantas superiores basada en estas tres fuentes de evidencia con-
junta (Endress 2005).
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A pesar de que las Amaryllidaceae comprenden alrededor de 50-60 géneros
y unas 800 especies (Mabberley 1993; Watson & Dallwitz 2008; Judd et al. 2007),
no se dispone de mucha informacién sobre el desarrollo del évulo y del saco
embrionario en especies de esta familia. El principal aporte lo han realizado espe-
cialistas en embriologia de la escuela india de morfologia, B.S.M. Dutt y su grupo,
trabajando con especies del género Crinum, Zephyrantes y Pancratium, asi como
los grupos europeos del Instituto de Botdnica Komarov, en San Petersburgo
(Rusia), K.V.O. Dahlgren y H. Stenar en Suecia, y A. d’Amico y M. Cini en Italia,
que han caracterizado especies de Amaryllis, Galanthus, Haemanthus, Nerine y
Phaedranassa (4’ Amico 1947; Cini 1949; Stenar 1951a, b; Dutt 1957a, b, 1958,
1959, 1964, 1970, 1971; Savchenko & Komar 1965; Dahlgren 1980; Dahlgren et
al. 1985; Howell & Prakash 1990; Johri et al. 1992; Shamrov 1999). El escaso
conocimiento embrioldgico en la familia se ha visto recientemente incrementado
con Leucojum aestivum, un grupo hasta ahora no abordado (Ekici & Dane 2008).

Por lo anteriormente sefialado, es importante destacar que este trabajo pare-
ce ser el primero que se realiza en esta drea de la megasporogénesis y megagame-
togénesis en un miembro del género Hymenocallis, del cual sélo se conocen con
anterioridad aspectos muy someros relacionados con la microsporogénesis y la
embriogenia (Davis 1966). Por lo tanto, la presente investigacion tuvo por objeto
tipificar estos procesos en Hymenocallis caribaea (L.) Herb., comparandolos con
los patrones ya conocidos para otros miembros de las Amaryllidaceae, y estable-
cer si existe alguna variacién con respecto a los modelos conocidos para esta fami-
lia 0 para las angiospermas.

MATERIALES Y METODOS

Se escogi6é como objeto del estudio embrioldgico a H. caribaea frente a
otras especies del género presentes en Venezuela por ser la especie que mayor
disponibilidad de material ofrece, debido al gran nimero de flores por inflores-
cencia que produce y a su accesibilidad en zonas urbanas, ya que es una planta
comunmente utilizada en el ornato publico.

El estudio abarca fundamentalmente las etapas prefertilizacion del desarro-
llo del 6vulo; por lo tanto, el material vegetal consistié de inflorescencias de H.
caribaea recolectadas en diferentes estados de desarrollo de sus yemas florales,
desde aquéllas donde s6lo comenzaban a diferenciarse las anteras y los 6vulos atin
estaban en una fase muy incipiente (de primordios), hasta inflorescencias donde
las flores estaban maduras y listas para la antesis.

Debido a que en Amaryllidaceae la meiosis se produce cuando las yemas flo-
rales estan adn inmersas en el bulbo, los mismos fueron examinados cuidadosa-
mente in situ, sin necesidad de extraerlos del suelo y diseccionarlos enteramente
cada vez que se recolectaron las inflorescencias inmaduras. Para ello, se dejo
expuesta la yema apical de forma parcial con la ayuda de pinzas largas y estrechas,
forzando un poco la separacion y apertura de los primordios foliares para mantener
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el acceso al centro de la yema y seguir la formacion de la inflorescencia sin alterar
el crecimiento vegetativo de la planta. Al emerger el dpice de las dos bracteas mds
externas que rodean a la inflorescencia, la planta era marcada con una cinta para
proceder a la recoleccidn de la inflorescencia al dia siguiente, justo cuando comen-
zaba a emerger levemente de la yema apical expuesta, debido al inicio de la expan-
si6n del escapo floral. De esta forma se evitd la extraccién intitil de gran cantidad
de bulbos y se logré recolectar el material lo mds joven posible, atin cuando no
hubiera emergido del conjunto de la yema apical (Raymtndez 1997).

Asi mismo, se recolectaron frutos en distintos grados de maduracién, sobre
todo los que estaban proximos a desgarrarse y exponer sus semillas, y/o aquellos
que ya lo habian realizado, dejando expuestas las semillas casi maduras pero atn
fijas al eje de la inflorescencia. También se recolectaron semillas maduras caidas en
el suelo alrededor de las plantas. Esto se realiz6 con el fin de cuantificar el niimero
de embriones presentes en cada semilla y el estado de desarrollo de los mismos des-
de el momento de la liberacion de la semilla hasta su germinacién. Fueron recolec-
tadas 80 inflorescencias, 20 infrutescencias y 50 semillas en los jardines de la
Universidad Central de Venezuela, en Caracas.

Las yemas florales, flores maduras y frutos fueron separados del eje de la
inflorescencia y de las bracteas que los recubren, y se fijaron en dcido acético:eta-
nol absoluto (1:3), durante un periodo no menor de tres semanas a un mes, bajo
refrigeracion a 4°C, asegurando la penetracion del fijador hasta el interior de los
6vulos y/o las semillas inmaduras. Posteriormente, se diseccionaron algunas
yemas florales para exponer los 6vulos sin separarlos del eje del ovario y placen-
ta ni del pedicelo floral (Raymundez 1997).

Las semillas maduras recolectadas se mantuvieron en cdpsulas de Petri en un
ambiente aireado y luminoso, para facilitar su seguimiento y la diseccién a mano
alzada de las diferentes etapas de desarrollo hasta su germinacion, de forma de
verificar el nimero de embriones formados y/o emergidos de la semilla al momen-
to de su germinacion.

Se siguid, en lineas generales, el protocolo riguroso para el estudio embrio-
16gico descrito por Johansen (1940), con las modificaciones para el procedimien-
to de deshidratacion y rehidratacion propuestas por Sanchez (1995) y Raymiindez
(1997), de modo que los 6vulos fueron procesados mediante la preparacion de
ldminas seriadas de cortes longitudinales y transversales del ovario y su conteni-
do, obtenidos al micrétomo de rotacién. Las semillas en diferentes grados de
maduracion fueron diseccionadas directamente a mano alzada bajo un microsco-
pio estereoscopico.

El procedimiento descrito por Johansen (1940) es riguroso en el sentido de
que este autor considera imprescindible tomar consideraciones especiales que ase-
guren que los resultados sean confiables a la hora de interpretar el proceso embrio-
16gico en trabajos de este tipo. Para asegurar que se cumplieran las pautas sugeridas
por este autor, se tomaron las siguientes consideraciones metodoldgicas:

o
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- Se proces6 un niimero aproximado de 150-200 évulos de diferentes eda-
des: desde primordios seminales hasta 6vulos maduros en etapa preantesis.

- Los 6vulos fueron seccionados en sentido longitudinal, es decir, en el pla-
no paralelo al eje micropilar-calazal; ocasionalmente también se realizaron sec-
ciones transversales de los mismos, sobre todo para observar detalles en los
estados mas avanzados de desarrollo.

Las secciones longitudinales y transversales de los ¢vulos fueron realiza-
das con un espesor de 15-25 pm, dependiendo del estado de desarrollo del 6vulo.
La coloracion se realizé con azul de toluidina o bien con safranina-orange G-fast
green (en ambos casos en solucion alcohdlica); estas tltimas Idminas fueron dife-
renciadas con dcido picrico, segtin el protocolo de Sdnchez (1995). Las muestras
fueron montadas de forma permanente, utilizando Euparal o DPX como medios
de montaje (Raymiindez 1997).

Las ldminas producidas segtin el procedimiento anterior fueron evaluadas
sistemdticamente, para asi tener una vision total y ordenada de las estructuras que
forman parte del 6vulo y de su interior a medida que avanza el proceso de megas-
porogénesis y megagametogénesis. Las observaciones y fotomicrografias fueron
realizadas en un microscopio Nikon Optiphot 2, con cdmara automadtica y cdmara
de video incorporadas.

RESULTADOS

Ovulos

Las flores de H. caribaea presentan ovario infero, tricarpelar, trilocular,
como es caracteristico en toda la familia Amaryllidaceae y la mayor parte de las
monocotiledéneas. Por lo comin, en cada l6culo se forman dos évulos, pudien-
do eventualmente desarrollarse hasta tres. Los 6vulos son anatropos, bitégmicos
y pseudocrasinucelados (Fig. 1, 2, 3).

El tegumento externo se encuentra profusamente vascularizado y la traza
vascular del 6vulo no se agota en la cdlaza, como es caracteristico en otros évulos
andtropos, sino que penetra hasta el extremo opuesto del tegumento, a manera de
células prosenquimdticas de tejido procambial que no va a diferenciarse hasta
bien avanzado el desarrollo del 6vulo (Fig. 4). Este tegumento estd formado por
células de nicleo prominente, poco diferenciadas atn hasta el momento de la
madurez del saco embrionario, fundamentalmente isodiamétricas al comienzo de
la megasporogénesis, torndndose algo mds alargadas en el sentido del eje longitu-
dinal del 6vulo a medida que madura el saco embrionario (Fig. 2, 4, 5).

Aligual que el tegumento externo, el interno estd inicialmente formado por
células mas o menos isodiamétricas a rectangulares, que comienzan a diferen-
ciarse luego de la culminacién de la megasporogénesis, formando células muy
vacuoladas, cuadradas a rectangulares, de paredes delgadas y nucleo reducido a
medida que avanza la formacién del saco embrionario (Fig. 2).

o
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Fig. 1. H. caribaea. Corte longitudinal de un évulo anitropo inmaduro mostrando los
integumentos (i), la nucela central (n) y el micrépilo (m).
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Fig. 2. H. caribaea. Corte longitudinal de un évulo maduro mostrando los dos tegumen-
tos: el externo (te) (mds intenso), el interno (ti) (mds tenue), y la cavidad del saco
embrionario (se).
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Fig. 3. H. caribaea. Corte longitudinal del 6vulo mostrando la nucela pseudocrasinuce-
lada (n) y la célula madre de las megasporas (cm) en el centro.
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Fig. 4. H. caribaea. Corte transversal del 6vulo mostrando las trazas vasculares a nivel
subcalazal (tv).
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Fig. 5. H. caribaea. Micrépilo con exostoma curvo (ex) formado por el tegumento externo
del 6vulo. Endostoma recto (en) formado por el tegumento interno del vulo, dispues-
to desalineadamente con respecto al exostoma (ex). Micrépilo en forma de zig-zag.

Ambos tegumentos toman parte en el desarrollo del micrépilo, formando el
externo un canal ancho llamado exostoma; este pasaje externo no se encuentra
alineado con el paso estrecho que forma el tegumento interno (endostoma), por
lo que el canal micropilar se dispone en su totalidad en forma de zig-zag (Fig. 5).

Megasporogénesis

La secuencia de eventos de la megasporogénesis en H. caribaea se inicia
aproximadamente en el intervalo entre el fin de la fase I de la meiosis (telofase I) en
las anteras y el momento en que se empieza a desarrollar la fase I (formacion de la
primera placa ecuatorial de pared celular para formar una diada). En este instante,
los primordios seminales comienzan a diferenciar los dos tegumentos y en la zona
central del 6vulo se distingue la nucela. Luego de definidas estas dreas, se diferen-
cia el megasporocito internamente a las tres capas externas de la nucela, en el cen-
tro de ella; esto ocurre aparentemente sin mediar ninguna division periclinal previa
que dé origen a alguna cé€lula parietal intermedia. El megasporocito funciona direc-
tamente como célula madre de las macrésporas (Fig. 6), experimentando meiosis
para formar cuatro mega o macrésporas orientadas en linea segtin el sentido longi-
tudinal del 6vulo (polo calazal-polo micropilar).

El megasporocito, o célula madre de la megaspora, estd profundamente
embebido en el centro de la nucela; presenta un tamafio muy grande con respec-

o
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to al resto de las células de ésta y del primordio seminal (7-10 veces el tamaiio de
una célula regular de la nucela), un citoplasma denso y un nicleo prominente,
con un solo nucléolo (Fig. 6).

Fig. 6. H. caribaea. Megasporocito en profase I inmerso en la nucela indiferenciada,
orientado en sentido polar en el eje calazal-micropilar. Presenta un solo niicleo y
citoplasma prominente.

Una vez formadas las cuatro megéasporas, tres de ellas degeneran (las tres mads
cercanas al polo micropilar), quedando funcional solamente la correspondiente al
polo calazal que se agranda y se vacuoliza, haciéndose mds prominente su ntcleo.
Mientras tanto, las otras tres van siendo reabsorbidas por la nucela circundante has-
ta desaparecer (Fig. 7-8). Con este evento culmina la megasporogénesis. La megds-
pora funcional comienza entonces el proceso mitético sucesivo para la formacién
del saco embrionario que caracteriza a la megagametogénesis.

Megagametogénesis

La primera divisién mitética origina dos niicleos, que luego de divididos se
sitdian en los extremos opuestos del saco embrionario formando unidades indepen-
dientes originadas por el alargamiento del citoplasma de la megdspora funcional.
Estos dos nuevos nticleos, dispuestos de forma polar, sufren a su vez otro evento
mitético que da origen a cuatro nucleos, situados dos a dos en los polos del saco

o
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Fig. 7. H. caribaea. Megésporas ya formadas en el centro de la nucela. La megédspora
correspondiente al polo calazal persiste y se vacuoliza (megdspora funcional)
(mf), mientras las otras tres van degenerando (md).

Fig. 8. H. caribaea. Megaspora funcional persistente (mf) en el polo calazal del 6vulo y
megasporas degeneradas (md) y parcialmente reabsorbidas en el polo micropilar.
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embrionario. Nuevamente, se produce un tercer y tltimo evento mitético, que ori-
gina cuatro nucleos en cada extremo del saco embrionario. De éstos, tres se man-
tienen alli en forma de células individuales, y uno (de cada extremo) migra hacia la
gran vacuola central, situdndose cercanos uno a otro, pero sin entrar momentdnea-
mente en contacto (Fig. 9). Se sitdan en la zona central del saco embrionario, algo
desplazados lateralmente.

Fig. 9. H. caribaea. Nicleos polares independientes pero cercanos, en el centro del saco
embrionario maduro.

Las tres células que se mantienen en el polo calazal van a constituir las anti-
podas. Presentan una forma semiesférica, con un citoplasma denso y un nticleo
prominente; estdn siempre situadas en el fondo del saco embrionario, alineadas
con el extremo calazal del 6vulo (Fig. 10, 11).

Los dos nicleos centrales -los llamados niicleos polares- permanecen como
ntcleos separados por una pared delgada justo hasta el momento previo a la ante-
sis de la flor (Fig. 9), cuando se disuelve la pared que los separa y se mantienen
embebidos en una misma unidad citoplasmatica (Fig. 12). No fue posible verificar
si en ellos se producia en realidad una fusién nuclear previa a la fertilizacion.

Las tres células que se sitdan en el polo micropilar constituyen el llamado
aparato ovular, y estdn diferenciadas en dos sinérgidas y la ovocélula propiamen-
te dicha. Las dos sinérgidas presentan una forma flabelada, y sus extremos mds
estrechos estan insertos en el vértice del saco embrionario, donde comienza el
canal micropilar formado por el tegumento interno (Fig. 13, 14, 15). Las sinérgi-
das muestran como caracteristica mas resaltante un aparato filiforme bien des-
arrollado en el extremo en forma de cufa, citoplasma denso y un nucleo
prominente, situado en posicién distal de la célula con respecto al micrépilo (Fig.
13, 14). La ovocélula se encuentra situada entre las dos sinérgidas, un poco des-
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Fig. 10. H. caribaea. Antipodas (2 de 3) situadas hacia el polo calazal en el fondo del
saco embrionario maduro.

100 pm

Fig. 11. H. caribaea. Tercera antipoda situada hacia el polo calazal en el fondo del saco
embrionario maduro.
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Fig. 12. H. caribaea. Nicleos polares en una misma unidad de protoplasto, en un saco
embrionario maduro en etapa prefertilizacion.

Fig. 13. H. caribaea. Aparato ovular en el extremo micropilar del saco embrionario.
Sinérgidas (s) con protoplasto denso y ovocélula vacuolada (o).
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Fig. 14. H. caribaea. Extremo micropilar del saco embrionario maduro. Sinérgidas fla-
beladas (s) y ovocélula distal (o) en el polo micropilar del évulo. Tegumento
externo (te), tegumento interno (ti) y micrépilo (m).

Fig. 15. H. caribaea. Esquema del saco embrionario maduro (se) mostrando el tegumen-
to externo (te), el tegumento interno (ti), las dos sinérgidas (s) y la ovocélula (o)
hacia el polo micropilar del saco embrionario; las tres antipodas hacia el polo
calazal del saco; los dos nticleos polares (np) en el centro del saco embrionario
desplazados hacia un extremo lateral, y el micrépilo en zig-zag.
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plazada distalmente con respecto al micrépilo, orientada hacia el interior del saco
embrionario (Fig. 13, 14); presenta una forma semi-circular a semi-eliptica, con
un nicleo prominente y una gran vacuola (a veces dos) que ocupa casi todo el
volumen de la célula; el citoplasma en ella es escaso (Fig. 13).

El desarrollo de la megasporogénesis y megagametogénesis antes descrito
estd tipificado en la clasificacién convencional como del tipo Polygonum (Johri
1963; Strasburger 1879, cit. por Gifford & Foster 1989): formado a partir de una
sola megdspora calazal funcional y un saco constituido por ocho células.

Formacion simultanea de mas de un saco embrionario por 6vulo

Ademds del patrén general descrito con anterioridad, se observé un fené-
meno que no es extrafio dentro de otros grupos de angiospermas y que parece
producirse esporddicamente también en los 6vulos de H. caribaea. Se trata de la
formacién de sacos embrionarios miiltiples en un sélo 6vulo.

De la poblacién de entre 150 a 200 6vulos que fue estudiada, se observé en
tres ocasiones diferentes, la formacion de dos sacos embrionarios simultaneos den-
tro de un mismo 6vulo (Fig. 16, 17, 18). No se observé en ningtin caso la formacion
de dos nucelas independientes, ni dos lineas paralelas de tétradas de megdsporas en
una misma nucela, que pudieran originar independientemente cada uno de los dos
sacos embrionarios por separado dentro de la misma unidad estructural de un 6vu-
lo; tampoco se observaron évulos con mds de un saco embrionario maduro. En los
tres casos, cada uno de los dos sacos embrionarios en formacion simultinea dentro
de un mismo 6vulo se encontraba en estado uninucleado, con una gran vacuola
ocupando ya la cavidad de cada saco embrionario y los ntcleos dispuestos en dis-
tintas disposiciones: ambos paralelos entre si y orientados hacia el polo micropilar,
ambos hacia el polo calazal, o bien ambos ntcleos opuestos en su polaridad, estan-
do uno situado en el polo calazal del saco embrionario, y el adyacente hacia el polo
micropilar del saco complementario (Fig. 16, 17, 18).

Caracteristicas seminales y de la germinacion

Otra observacion que debe ser mencionada como caracteristica del desarro-
llo embrionario de H. caribaea -y posiblemente de todo el género Hymenocallis-
es que el tegumento externo permanece indiferenciado durante el desarrollo de la
megasporogénesis y la formacion del saco embrionario, notdndose la ausencia
total de estomas en su superficie, siendo éstos mds tarde caracteristicos de la
cubierta seminal en la semilla madura.

Durante el proceso de maduracidn del fruto y la formacion de la semilla, el
tegumento externo va a proliferar y diferenciarse con un mesofilo ancho, aeren-
quimadtico y fotosintético, y con estomas en su epidermis. Por su parte, el tejido
vascular se diferencia en cordones que van a surcar paralelamente toda la superfi-
cie del tegumento externo, que origina la cubierta seminal.

El embrién no se desarrolla hasta que la semilla ha sido diseminada (en oca-
siones por corrientes de agua en su ambiente natural), estando a punto de germi-
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Fig. 18. H. caribaea. Ovulo con dos sacos embrionarios independientes en estado uni-
nucleado, con nicleos situados hacia el polo calazal.

nar; a pesar de ello, segtin lo observado, las semillas no requieren haber estado en
contacto con una fuente de humedad hasta el momento que se inicia el proceso de
germinacion.

El fruto es una cdpsula trilocular, de paredes delgadas y membrandceas que
se secan y se rasgan tempranamente por presion de las semillas en crecimiento.
Las semillas desnudas terminan de desarrollarse expuestas directamente a la luz
solar y realizan fotosintesis mientras permanecen fijas sobre el receptaculo, ain
antes de que se produzca el desgarramiento de las paredes del fruto.

Una vez escindida la semilla del receptaculo floral (sobre el que quedan res-
tos de placenta), ésta cae al suelo y tarda de quince a veinte dias en germinar. Si se
disecciona una semilla en el periodo inmediato a su liberacidn, se puede notar
cémo en el centro de la misma existe una cavidad que no ha sido ocupada por el
embridn, que se encuentra en estado rudimentario en el extremo micropilar de la
semilla. Pasados quince a veinte dias de la escision y expuestas las semillas a la luz,
se puede observar que el embridn ocupa toda la cavidad central y germina esponta-
neamente. Algunas veces, la germinacion ocurre mientras las semillas permanecen
adheridas al escapo floral, expuestas a la intemperie, de forma que los nuevos espo-
rofitos emergen sin contacto con el suelo (viviparia).

El embrién es largo y recto en su madurez, siguiendo la forma de la cavidad
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central de la semilla. La semilla es verde, fotosintética, de superficie suave y mem-
branicea, de forma mds o menos arrifionada a globosa, y presenta el micrépilo en
un extremo. El volumen de la semilla estd representado en su mayoria por la
cubierta seminal formada fundamentalmente a partir del tegumento externo; pre-
senta un mesofilo proliferativo de tipo aerénquima con contenido mucilaginoso.

Por lo comin, la radicula no emerge por el micrépilo, sino que se abre paso
a través de los tejidos circundantes, irrumpiendo lateralmente a la zona micropi-
lar; algunas veces también emerge mds alejada lateralmente de la zona del micré-
pilo, pero sin llegar al polo calazal. Después, la radicula crece de manera limitada
hasta unos dos a tres centimetros, luego de lo cual cesa su crecimiento en longitud
dando paso a la emergencia del bulbilo, que protrude por la misma regién por don-
de emergi6 la radicula, pero con un retraso de varios dias.

El bulbilo emerge lateralmente, y s6lo corrige esta posicidon una vez que ter-
mina de emerger la plimula en su totalidad. Una serie de raices adventicias
comienzan a proliferar en su base, tiempo después de culminada su salida del inte-
rior de la semilla y de que se haya desplegado el primer primordio foliar. Las raices
adventicias sustituyen a la radicula, y a partir de ese momento comienza lentamen-
te su necrosis de forma regresiva desde el dpice. Las primeras raices adventicias
son de menor porte que la radicula, que ha crecido vigorosa y bien desarrollada.

No se observo en ningtin caso la emergencia de mds de un embrién de cada
semilla puesta a germinar en el laboratorio, tal como podria haberse esperado de
la observacion de més de un saco embrionario incipiente en algunos de los 6vu-
los procesados.

DISCUSION

Megasporogénesis y megagametogénesis

Las caracteristicas del proceso de formacién y maduracién de los évulos de
Hymenocallis caribaea siguen de forma general el patrén conocido para otras
Amaryllidaceae y para la mayoria de las monocotiledéneas (Davis 1966; Dutt
1970; Dahlgren et al. 1985). Coincide con éstas en la presencia de 6vulos anétro-
pos y bitégmicos, pero, a diferencia de otros géneros conocidos de la familia don-
de la nucela es descrita como crasinucelada (Dahlgren ef al. 1985; Ekici & Dane
2008), en H. caribaea ésta se presenta pseudocrasinucelada, segin la acepcion del
término acotada por Davis (1966) y Gifford & Foster (1989).

El término pseudocrasinucelado no es comun para designar a un tipo de
nucela, y segtin Gifford & Foster (1989), se refiere a los casos en los que se pre-
sentan variaciones especificas en el desarrollo de la nucela de tipo crasinucelado.
De acuerdo a estos autores, no todos los 6vulos con nucela masiva desarrollan
células parietales durante la formacién del megasporocito; por lo tanto, los 6vulos
pseudocrasinucelados son aquellos en los que a pesar de que la nucela es prolife-
rativa, no se originan capas de células parietales durante la formacion del megas-
porocito, sino se diferencian directamente sin sufrir una divisién para formar
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una(s) célula(s) hipodérmica(s) intermedia(s) entre el resto de la nucela y la célu-
la madre de la megdspora. Entre las Amaryllidaceae, la nucela pseudocrasinucela-
da ha sido reportada también para Sternbergia lutea (Dane 1999).

El proceso de megasporogénesis y megagametogénesis observado en H.
caribaea se produce segun la secuencia de eventos tipicos que describe un des-
arrollo del saco embrionario de origen monospodrico calazal, que caracteriza al
saco embrionario de ocho células tipo Polygonum (Davis 1966; Dutt 1970). No se
presentaron variaciones del tipo normal, y el saco embrionario en su madurez no
presentd ninguna caracteristica especial como para distinguirlo de la tipologia
descrita originalmente en la clasificacién que resume estos procesos. Es por tanto,
un perfecto representante del desarrollo embrionario del tipo Polygonum, que es
el més extendido entre las monocotiledoneas (Dahlgren et al. 1985). Este modelo
de desarrollo monospdrico es considerado el mds primitivo en las angiospermas,
y se encuentra en 70% de los géneros para los que se conoce este cardcter (Mahes-
hwari 1950).

Los resultados aqui descritos apoyan la proposicién de Dutt (1970), que
establece al tipo Polygonum como el saco embrionario caracteristico de la familia
Amaryllidaceae, aunque es posible conseguir miembros de la familia que presen-
tan un desarrollo de origen bispérico del tipo Allium, e incluso del tipo Endymion
(Dane 1999; Ekici & Dane 2008).

Algunas de las caracteristicas embrioldgicas que definen el comportamien-
to de H. caribaea son consideradas como condiciones ancestrales; entre ellas,
micrépilo en zig-zag, desarrollo de estomas en la cubierta seminal y anteras, ade-
mds de otras caracteristicas que definen a la microsporogénesis (Raymitndez et
al. 2008), como el polen con exina dimoérfica y el polen liberado en estado binu-
cleado (Maheshwari 1950; Davis 1966).

En otros detalles relativos a la megasporogénesis, Dahlgren et al. (1985)
refieren que en especies de los géneros Crinum, Eucharis y Narcissus la célula
arquesporial primaria o megasporocito funciona directamente como célula madre
de las megdsporas, al igual que en el proceso observado para H. caribaea.

Reportes previos de la bibliografia difieren de lo observado en H. caribaea
en lo que respecta a la formacién de la célula madre de las megdsporas. Dutt
(1964) en una reevaluacién de la megasporogénesis de Pancratium maritimum,
hace referencia a que la célula arquesporial no funciona directamente como célu-
la madre de las megasporas, sino que se divide y forma una célula parietal hacia
la zona externa de la nucela, mientras que hacia el interior da origen al megaspo-
rocito, luego de lo cual, éste tltimo seguird la divisién meidtica para originar cua-
tro megdsporas. La diferencia entre estos dos comportamientos al inicio del
proceso de megasporogénesis no aporta ninglin cambio apreciable en la culmina-
cion del proceso meidtico, que puede seguir su ruta normal una vez que la célula
madre de las megasporas se haya definido en la nucela de alguna de las dos mane-
ras antes expuestas.
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Formacion simultanea de varios sacos embrionarios en un mismo évulo

El fenémeno referente a la formacion de multiples sacos embrionarios en un
solo 6vulo no parece ser frecuente en la familia, a juzgar por la escasa informacién
al respecto en la bibliografia. Este fendmeno sélo ha sido referido para varias
especies del género Crinum (Howell & Prakash 1990) y aparentemente en ningtin
otro género de la familia estudiado hasta la fecha. Davis (1966) cita la poliembrio-
nia como frecuente en la familia, sin detallar el origen embriol6gico de la misma.

El proceso de formacién de varios sacos embrionarios dentro de la nucela de
un mismo évulo en H. caribaea puede ser explicado segtin varios modelos hipoté-
ticos basados en variaciones en el patron morfogenético en diferentes etapas de la
megasporogénesis y megagametogénesis. El primero de ellos supone la diferencia-
cién en lanucela de mas de una célula arquesporial, primaria o derivada, que siguen
caminos paralelos durante la meiosis sin que ninguna sufra su degradacién, for-
mando sacos embrionarios gemelos. En este caso, como las dos células madre rea-
lizan meiosis independiente, las megasporas viables resultantes de este proceso
pueden ser idénticas morfolégica y funcionalmente, pero sus cualidades genéticas
deben ser distintas entre si puesto que se originan aisladamente como consecuen-
cia de un proceso previo de recombinacién genética individual.

Otra posibilidad consiste en que, luego de la definiciéon de la megaspora fun-
cional en el polo calazal al finalizar la megasporogénesis, una de las tres megaspo-
ras restantes persista también sin degenerar, y en vez de formar un sélo saco de
origen bispdrico, tipo Allium, la megaspora extra persistente pasa a formar otro
saco embrionario reducido (haploide), de origen monosporico, similar al originado
por la megéspora funcional. Dependiendo de la posicion relativa entre la megaspo-
ra funcional y la otra megdspora persistente, los sacos embrionarios serian parale-
los u opuestos, con relacion a la posicion de los nicleos que van a formar el saco
embrionario maduro. La condicién genética de los dos sacos no resulta idéntica en
este modelo hipotético, puesto que cada saco se forma a partir de una célula haploi-
de independiente.

Las variantes observadas en los resultados de la presente investigacion podri-
an originarse de los siguientes patrones de division de una tinica megaspora funcio-
nal: si el plano de division de la megdspora persistente es opuesto al eje longitudinal
del 6vulo se van a originar dos células paralelas al eje del mismo, formando dos
sacos embrionarios individuales al independizarse, cuyos nucleos originales estardn
situados en polos opuestos del dvulo. Si por el contrario, el plano de division de esa
célula es paralelo al eje longitudinal del 6vulo, se van a originar dos células parale-
las en sentido perpendicular al eje del mismo, surgiendo dos sacos embrionarios
cuyos primeros nticleos estarian dispuestos en la misma posicién (calazal o micro-
pilar, dependiendo de la posicion de la megdspora funcional), y como seria de espe-
rarse en este caso (dado que la megdspora funcional estd situada en el extremo
calazal), los dos sacos embrionarios tendrian su primer nucleo orientado hacia el
extremo calazal, tal y como fue observado en uno de los tres casos.

El fendmeno también podria producirse mas tarde, durante la primera mito-
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sis de la megagametogénesis; en este momento se originarian dos sacos embrio-
narios independientes a partir de cada una de las células idénticas formadas duran-
te la primera division de la megéspora funcional, seguida por la vacuolizacién y
extension de cada saco embrionario, y el aislamiento funcional de los dos ntcleos
originados por mitosis para generar dos sacos embrionarios independientes en una
misma unidad tegumentaria. Los sacos embrionarios producidos segtin estos dos
dltimos modelos serian genéticamente idénticos entre si, puesto que la dualidad
surge después del evento meidtico, a través de un evento mitdtico que conserva
completamente los atributos genéticos de la megaspora funcional.

Una posibilidad mds remota - dadas las caracteristicas de los sacos embrio-
narios observados -, es que el saco embrionario supernumerario se haya desarro-
llado a partir de la diferenciacion directa de una célula cualquiera de la nucela,
por cambios locales en la polaridad del 6vulo sin intervencién de la meiosis, for-
mando un saco paralelo al proveniente de la meiospora (megdspora funcional),
pero con una condicion genética muy distinta de éste; en este caso, existiria un
saco embrionario de carga genética reducida (haploide), y otro cuyas células pre-
sentarian el nimero cromosémico esporofitico, puesto que no ha mediado en su
formacion el proceso de meiosis.

Esta dltima observacion luce mas improbable (pero no imposible) puesto
que en todos los casos observados, no s6lo ambos sacos embrionarios son exacta-
mente iguales, sino que ademds se encuentran sincronizados en el mismo estado
de desarrollo, no importa cudl sea la posicion de los nicleos que lo forman.

A pesar de no conocer el origen preciso de la proliferacion atipica de los
sacos embrionarios en el 6vulo, parece claro que es un evento que tiene baja pro-
babilidad de éxito en su culminacion, puesto que en ninguno de los casos evalua-
dos se encontré un 6vulo con mds de un saco embrionario maduro o una semilla
con mds de un embridn, por lo que el cese del desarrollo de este tipo de évulos (o
al menos de alguno de los sacos supernumerarios) parece ser temprano dentro del
proceso de maduracién del évulo.

Menos probable todavia, pero posible, podria ser que eventualmente las
paredes que colindan entre ellos se disuelvan, luego de alcanzar cierto grado de
desarrollo paralelo entre los dos sacos embrionarios, y sus contenidos se fusio-
nen antes de culminar el proceso de division, de forma que finalmente se obtiene
un s6lo saco embrionario normal.

En cualquier caso, seria necesario realizar estudios mas profundos y riguro-
sos con una numerosa poblacién de 6vulos y semillas de esta especie evaluados en
distintas etapas de desarrollo, para poder concluir si alguno de los modelos pro-
puestos puede explicar cudl es el origen de este fendmeno, y cudl es el destino final
de estos sacos embrionarios multiples dentro de una sola unidad seminal.

Caracteristicas seminales y de la germinacion
La familia Amaryllidaceae se caracteriza, en general, por presentar semillas
de cubierta seminal seca, escleréfila, de formas comprimidas o globosas, elipsoida-
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les u ovoides, a veces con apéndices en forma de ala poco pronunciada, con forma-
cién de corcho en su madurez y con una capa de fitomelanina (deposicion acelular
oscura en la cubierta seminal) que les confiere una coloracién marrén a casi negra
(Dahlgren et al. 1985).

Las semillas de Hymenocallis se separan del patrén tipico del grupo ya que
son verdes, fotosintéticamente activas, con contenido de agua entre 70-90%
(Dahlgren et al. 1985), y carecen de la capa de corcho y de fitomelanina comunes
en otros grupos de Amaryllidaceae. Se caracterizan también por presentar una
condicién contrastante al resto de casi toda la familia: el desarrollo de una cubier-
ta seminal que se origina por la proliferacion de capas del mesofilo del tegumen-
to externo, formando un mesofilo aerenquimatoso ancho, donde las capas
externas tienen funcién fotosintética, y cuya epidermis ademds posee estomas. A
diferencia de otras semillas de la familia, es caracteristico el desarrollo de haces
vasculares que abarcan la totalidad de la region periférica de la semilla, no restrin-
giéndose a la zona de la cdlaza y el rafe.

Biolégicamente, estas caracteristicas seminales de Hymenocallis concuer-
dan muy bien con el habitat que explotan estas especies, donde es muy favorable su
condicion ligera y globosa, que junto con el aerénquima les confiere un bajo peso
para su tamafio (baja relacién peso/volumen), permitiéndoles flotar en el agua que
rodea a estas plantas al menos estacionalmente, o bien ser desplazas por corrientes
de agua cercanas (Raymiundez et al. 2000), siendo el medio para su dispersion.

Con relacién al fenémeno de viviparia observado en H. caribaea, asi como
en otras especies del género que crecen en Venezuela (M. Raymindez, datos no
publicados), el fruto favorece este comportamiento pues es una cdpsula de pare-
des muy delgadas que se secan tempranamente, rasgdndose y dejando expuestas a
las semillas en formacién sobre la placenta, las cuales realizan actividad fotosin-
tética desde momentos muy tempranos de su desarrollo.

El retraso en la formacion del embridn, la capacidad fotosintética de la
cubierta seminal y la viviparia aseguran que una vez que haya sido transportada
esta semilla lejos de su progenitor dispone de lo necesario para tener oportunidad
de asegurar su establecimiento. A su vez, esto le brinda la capacidad de alargar el
tiempo que media entre la fertilizacion y la implantacidn, puesto que se retrasa la
formacién del embrién, ofreciédole mds oportunidad de éxito a la dispersion
dadas las limitaciones de proteccion del embridn de este tipo de semillas, que por
ser carnosas no poseen tejido mecanico que proteja fisicamente la unidad de dis-
persidn, sobre todo de la desecacién y muerte del embrién una vez formado.

Estas semillas parecen aprovechar las condiciones de humedad de su entor-
no, desarrollando en vez de una cubierta dura y seca, una cubierta seminal foto-
sintéticamente activa con suplemento de agua a través del mucilago acumulado
en el aerénquima y capacidad de intercambio gaseoso por el desarrollo de los
estomas en la epidermis.

Esta estrategia alternativa de las semillas carnosas puede darse en Hymeno-
callis porque no estdn sometidas a restricciones hidricas durante el periodo de for-

o



6 .Megasporogenesis.gxd 11/7/08 11:20 AM %jge 457

Megasporogénesis y megagametogénesis. .. 457

macioén y dispersion de las semillas, ya que su etapa reproductiva coincide con la
presencia de agua abundante en el entorno. Esto sugiere que estas plantas pueden
prescindir de la formacidn de tejidos metabdlicamente mds costosos en su cubier-
ta seminal (tejido mecdnico) y favorecer alargar su periodo de supervivencia a
expensas de la actividad fotosintética de la cubierta seminal.

Algunos caracteres presentados por las semillas de Hymenocallis se consi-
deran derivados dentro de las Amaryllidaceae, pues la condicién mds extendida
dentro de la familia y grupos relacionados es la formacién de semillas con las
caracteristicas anteriormente mencionadas (Dahlgren et al. 1985). La presencia
de fitomelanina es considerada ancestral, pues es una sinapomorfia para las Aspa-
ragales en general, que se ha perdido en cinco oportunidades en la familia Amaryl-
lidaceae, siendo una de ellas en los miembros de la tribu Hymenocallideae (salvo
Leptochiton) (Meerow et al. 1999). Otra condicién considerada como derivada es
la formacién de semillas carnosas en Hymenocallis y otros géneros de la familia
pertenecientes a las tribus Amaryllideae, Haemantheae, Lycorideae y Eucharide-
ae (Meerow 1989). Esta caracteristica no es sinapomorfica en los grupos mencio-
nados, pues el origen de la condicién carnosa es distinto en cada uno. Mientras en
las Hymenocallideae se deriva de la proliferacion de un mesofilo aerenquiméatico
originado por el tegumento externo, en la mayoria de las otras tribus la carnosidad
es derivada de la acumulacién de agua (Haemantheae) o de la presencia de un
mayor volumen de endosperma (Amaryllideae), algunas veces de tipo oleoso
(Cryptostephanus - Haemantheae, Lycorys - Lycorideae, Griffinia - Hippeastreae
y una especie de Hippeastrum - Hippeastreae) (Meerow et at. 1999).
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