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RESUMEN

Halodule wrightii es de uno de los tres pastos marinos mas importantes en el Caribe
mexicano, junto con Thalassia testudinum y Syringodium filiforme juega un rol
fundamental como productor primario en los ecosistemas marinos costeros. Sin embargo,
pocos son los trabajos que consideran su biologia reproductiva. El estudio del desarrollo
de las estructuras reproductoras ayuda a un mejor entendimiento de las adaptaciones de
las flores al mar y ademds aporta caracteres importantes en los estudios filogenéticos de
las monocotiledoneas y en el orden Alismatales, al cual pertenecen los pastos marinos.
En la presente investigacion se estudié el desarrollo de la flor masculina de H. wrightii, la
cual presenta una morfologia muy particular que consta de un androceo conformado por
dos anteras tetraesporangiadas fusionadas, envueltas por una bractea que las cubre por
completo. Cuando la flor masculina esta madura, el filamento se alarga hasta que las
anteras fusionadas quedan al descubierto sobrepasando la bractea, listas para la
dehiscencia. La microsporogénesis presenta una citocinesis de tipo sucesiva, por lo que
las tétradas que se forman son isobilaterales. La pared de la antera esta constituida por
epidermis, endotecio, 2 capas medias, y el tapete plasmodial biestratificado. La
histoquimica realizada muestra que los granos de polen y el tapete plasmodial presentan
polisacaridos insolubles en etapas tempranas e intermedias que, conforme avanza el
desarrollo, se van consumiendo; ademas se observaron proteinas tanto en anteras
maduras como intermedias y una gran cantidad de granos de almidén dentro del polen
maduro. Al momento de la dehiscencia, el polen es trinucleado y presenta una exina con
una delicada ornamentacion verrugosa. Dentro de las anteras, el polen alargado forma
una masa compacta de granos de polen entrelazados de forma aleatoria; este polen es
liberado al medio acuatico por las lineas de dehiscencia longitudinales, una en cada teca,
cuyo estomio esta formado por células de paredes delgadas que permiten la apertura de
la antera. Ademas, en este estudio se muestra, mediante cortes seriados, como los dos

haces vasculares, uno de cada antera, se fusionan hacia la parte media de la flor.



INTRODUCCION

Los pastos marinos son monocotiledéneas acuaticas que se restringen a ambientes
marinos pocos profundos. Aungue han sido llamados pastos marinos por la forma cintada
de sus hojas, similar a la de los pastos terrestres, no pertenecen a la familia Poaceae. El
término “pasto marino”, sin embargo, ha sido ampliamente utilizado en varias lenguas
desde mucho tiempo atras. Probablemente Archerson, 1871 (en Kuo y Den Hartog, 2000)
fue el primero en introducir este termino en la literatura cientifica en su escrito “Die

geographische Verbreitung der Seegraser”.

Los pastos marinos son un grupo ecoldgico de origen polifilético que tienen polinizacion
acuatica (hidrdfilia) y se concentran dentro de la clase Liliopsida en el orden Alismatales.
Se incluyen en 6 familias Zosteraceae, Cymodoceaceae, Posidoniaceae,
Hydrocharitaceae, Ruppiaceae (Les et al., 1997) y Potamogetonaceae (Pagina en red:

APwebside, 2008). Halodule wrightii se incluye en la familia Cymodoceaceae.

Los pastos marinos constituyen la base de la alta diversidad y productividad de los
ecosistemas costeros y estuarinos (Green y Short, 2003; EkI6f et al., 2008). Dentro de sus
funciones principales se encuentran: proveer alimento a vertebrados e invertebrados,
influir en la biomasa relativa de una gran cantidad de organismos, proveer habitats a
organismos benténicos y pelagicos, proporcionar criaderos para peces y especies de
otros fila; ademas de ayudar al control de la erosién de las costas al estabilizar los
sedimentos y suministrar oxigeno a los sedimentos andéxicos (Stoner, 1980; Thorhaug,
1986; Costanza et al., 1997; Gullstrom et al., 2002; Heck y Thoman, 1984; Fonseca y

Cahalan, 1992; McKenzie et al., 2000).

Los pastos marinos son plantas con reproduccion predominantemente clonal; la mayor

parte de su crecimiento es a través de la extension de rizomas. Por mucho tiempo no se
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dio importancia a los aspectos de su biologia y ecologia reproductiva, pero gradualmente

este paradigma de la poca importancia de la reproducciéon sexual de los pastos marinos

ha cambiado conforme pasan las décadas (Van Tussenbroek, et al. 2009)

Dada la diversidad de funciones que desempeiian los pastos marinos, son pocos los
trabajos que se encuentran en la bibliografia sobre el desarrollo de las flores y los
organos reproductivos, por lo que el presente estudio busca contribuir al conocimiento del
desarrollo de las flores masculinas de H. wrightii, conocimiento Gtil en programas de

manejo y conservacion de pastos.



ANTECEDENTES

PASTOS MARINOS

Evoluciéon de los pastos marinos

La poca importancia que se les ha dado a los pastos marinos en la evolucion de las
angiospermas desestima la colonizacién de éstos hacia los habitats marinos, un notable
éxito para un grupo de plantas adaptado a las condiciones terrestres. Un mejor
entendimiento de la evolucion de los pastos marinos puede proveer sefiales invaluables
en el conocimiento de las rutas adaptativas en la evolucion de las plantas terrestres con

flores (Less et al., 1997).

Los pastos marinos tienen un origen polifilético (Cook, 1988). Less y colaboradores (1997)
seflalan que las angiospermas marinas descienden de por lo menos, tres clados
genéticos: Cymodoceaceae, Zosteraceae e Hydrocharitaceae (Fig. 1). Sin embargo a
pesar de sus distintos linajes, los pastos marinos exhiben una convergencia morfolgica y
funcional asociada en gran parte a su invasion dentro del ambiente marino (Van
Tussenbroek et al., 2009). Las modificaciones anatomicas y fisiologicas de los pastos
marinos, como la dioecia, la fecundacion sincronizada (sincronizacion de la antesis de las
flores masculinas y la receptividad de las flores femeninas), la gran produccion de polen,
los mecanismos de dispersion de polen, entre otros, les ayudan a maximizar las
probabilidades de fecundacion (Ackerman, 2006; Wilson y Harder 2003; Van Tussenbroek

et al., 2008; 2009).
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Figura 1. Cladograma de las relaciones filéticas de los Alismatales. Los * denotan ramificaciones con un
respaldo del 50-70%, los e son ramificaciones con menos del 50% de respaldo, las demés ramificaciones
tienen un respaldo igual o mayor al 70%. Los cuadros marcan los tres clados en los que se encuentran los

pastos marinos (Tomado de Pagina en red: APwebside, 2008)

Probablemente la condicion floral unisexual en los pastos marinos precedi6 a la hidrofilia
y a la conquista del medio marino (Les et al., 1997). Las tendencias hacia la polinizacién
acuatica y la colonizacién de ambientes marinos representan la mayor dificultad para la
transicion de ambientes, sin embargo, aparentemente se correlacionaron y generaron en
eventos evolutivos independientes en todas los clados de angiospermas marinas, excepto
en Enhalus acoroides, en donde la polinizacién tiene lugar en la superficie del agua (Les

et al., 1997).

La hidrofilia es un mecanismo abiético no direccional, en donde el polen es transportado

por las corrientes de agua hasta llegar a los estigmas de las flores femeninas (Barrett et
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al., 1993). La evolucion de la hidrofilia requiere adaptaciones a la morfologia floral

terrestre original. La estructura floral de los pastos marinos generalmente presenta pétalos
reducidos o falta de un perianto completo (Pettit, 1984). Se cree que los cambios
estructurales asociados con la hidrofilia son simplemente los productos reducidos de la
evolucién, a lo largo de diferentes vias adaptativas a los ambientes acuaticos (Pettit y

Jermy, 1975).

Distribucién y Ecologia

Short y colaboradores (2007) proponen un modelo mundial de 6 bioregiones de
distribucién y diversidad de los pastos marinos, basado en el conocimiento acerca de las
especies de ambientes calidos versus especies de ambientes templados, las restricciones
fisicas de los océanos, su origen tectonico, y el clima. Las 6 bioregiones geograficas
propuestas incluyen el Atlantico Norte Templado, el Atlantico Tropical (en la cual queda
incluido el Golfo y Caribe de México), el Mediterraneo, el Pacifico Norte Templado, el
Indo-Pacifico Tropical y el Océano Sur Templado (Fig. 2), la distribucidn mundial de las

especies marinas dentro de estas bioregiones se especifica en la tabla 1.



Figura 2. Distribucién mundial de los pastos marinos. Los puntos azules muestran las areas donde se
distribuyen los pastos marinos y los poligonos las bioregiones geograficas: 1. Atlantico Norte Templado; 2.
Atlantico Tropical; 3. Mediterraneo; 4. Pacifico Norte Templado; 5. Indo-Pacifico Tropical; 6. Océano Sur

Templado (Tomado de Short et al., 2007)

Tabla 1. Especies de cada bioregion

Bioregion

Descripcién

Especies

1. Atlantico Norte
Templado (del
Norte de Carolina,

USA a Portugal)

Baja diversidad de pastos
marinos templados (5 especies)
principalmente en estuarios y

lagunas.

Ruppia maritima, Zostera marina,

Zostera noltii, Cymodocea nodosa+,

Halodule wrightii+

2. Atlantico Tropical
(incluye el mar del
Caribe, el Golfo de

México, Bermudas,

las Bahamas vy
ambas costas
tropicales del

Atlantico)

Alta diversidad de pastos marinos

tropicales (10 especies) que
crecen en la parte posterior de
los arrecifes y en los bancos de
poca

profundidad de aguas

claras.

Halodule beaudettei, H. wrightii (H.
bermudensis, H. emarginata), Halophila

baillonii, Halophila decipiens, Halophila

engelmanni, Halophila johnsonii, R.
maritima, Syringodium filiforme,
Thalassia testudinum, Halophila
stipulacea+




3. Mediterraneo

Vasta praderas profundas de

C. nodosa, Posidonia oceanica, Ruppia

(incluye el mar | moderada diversidad y una | cirrhosa, R. maritima, Z. marina, Z. noltii,

Mediterraneo, el | mezcla de pastos marinos | H.  wrightii+, H. decipiens+, H.

Negro, el Caspio, el | tropicales/templados (9 especies) | stipulacea+

Aral y el noroeste | que crecen en aguas claras.

de Africa)

4. Pacifico Norte | Alta diversidad de pastos marinos | Phyllospadix iwatensis, Phyllospadix

Templado (de | templados (15 especies) en | japonicus, Phyllospadix scouleri,

Corea a Baja | estuarios, lagunas y zonas | Phyllospadix serrulatus, Phyllospadix

California, México) | costeras superficiales. torreyi, R. maritima, Zostera asiatica,
Zostera caespitosa, Zostera caulescens,
Zostera japonica, Z. marina, H. wrightii+,
H. decipiens+, Halophila euphlebia+,
Halophila ovalis+

5. Indo-Pacifico | La mas alta y numerosa | Cymodocea angustata, Cymodocea

Tropical (Este de | diversidad bioregional, pastos | rotundata, Cymodocea serrulata,

Africa, sur de Asia
y Australia tropical
hasta el este del

Pacifico )

marinos tropicales (24 especies)
predominantemente en
plataformas de arrecifes aun que
también en agua profundas, muy
comunmente

pastoreadas por

mega-herbivoros.

Enhalus acoroides, Halodule pinifolia,

Halodule uninervis, H. wrightii, Halophila

beccarii, Halophila  capricorni, H.
decipiens, Halophila hawaiiana,
Halophila minor, H. ovalis, Halophila
ovata, Halophila spinulosa, H.
stipulacea, Halophila tricostata, R.
maritima,  Syringodium isoetifolium,

Thalassia hemprichii, Thalassodendron

ciliatum, Zostera  capensis+, Z.

japonica+, Zostera muelleri+ [Zostera

capricorni]




6. Océano Sur | Extensas praderas de baja a alta | Amphibolis antarctica, Amphibolis
Templado (Nueva | diversidad de pastos marinos | griffithii, Halophila australis, Posidonia
Zelanda y Australia | templados (18 especies) | angustifolia, Posidonia australis,
templada, sur de | frecuentemente creciendo bajo | Posidonia ostenfeldi complejo,
América y sur de | condiciones extremas. Posidonia sinuosa, R. maritima, Ruppia
Africa) megacarpa, Ruppia tuberosa,
Thalassodendron pachyrhizum, Z.
capensis, Z. muelleri [Z. capricorni],
Zostera tasmanica [Heterozostera
tasmanica), H. decipiens+, H. ovalis+, S.

isoetifolium+, T. ciliatum+

Se muestran los limites de cada bioregién, su descripcion y las especies de pastos marinos de cada
bioregién, las cuales se presentan en orden alfabético seguido por las especies que tienen su centro de
distribucion en una bioregién adyacente o son invasivos a la bioregion, designados con un “+". Las especies
listadas entre [] son conespecificos con la especie precedente. Las especies listadas en () requieren mas
investigacién genética y morfométrica y pueden ser conespecificos con la especie precedente (Tomado de

Short et al., 2007).

El Atlantico tropical, cuenta con 10 especies de pastos marinos. En México estan
representados 6 géneros, que incluyen de 9 a 11 especies (segun la clasificacion
utilizada), es decir, el 50% de los géneros y aproximadamente el 13% de las especies de
plantas vasculares marinas del mundo. El Caribe cuenta con 8 especies, siendo las mas
comunes (en orden de importancia) Thalassia testudinum, Syringodium filiforme y
Halodule wrightii (Pagina en red: Marine Seagrasses, 2009), mismas que pueden existir
en praderas de una sola especie aunque mas frecuentemente se encuentran
entremezclados con otras especies o secuencialmente en sucesion ecoldgica (Creed et
al., 2003). Halophila engelmanni también ha sido reportada al norte del Caribe y en el
Golfo de México (Green and Short, 2003), asi como otras especies de Halodule (por

ejemplo, Halodule bermudensis y H. beaudettei), pero su ubicacion taxonémica aun es
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incierta. La region tiene predominantemente un ambiente carbonatado, ocupando &reas

desde los arrecifes de poca profundidad hasta los amplios bancos de arena profundos. T.
testudinum y S. filiforme han sido reportados en profundidades de hasta 20 m, mientras
Halophila decipiens crece hasta los 50 m de profundidad. Manaties y tortugas marinas
son los grandes herbivoros de los pastos marinos en esta region, aunque también erizos,

peces y crustaceos se alimentan de estas plantas (Short et al., 2007) (Fig. 3).

Atlantico Tropical

»_._ﬂf-r"\_“"\_a“‘"\_

- ~ & e dbieaiaie
-

S
o
V

Laguna W g v
Thalassia testudinum : e .
,5!’;'33°,""“”' ﬁ'{iforme Costera poco profunda au
alodule wrightii Thalassia testudinum Zona colindante al arrecife
ﬁg’ggz”g f,g ,ﬂg’,f""’ Syringodium filiforme  Thalassia testudinum
Ruppia maritima alodule wrightii Syringodium filiforme Costera profunda

Halophila decipiens alodule wrightii Halophila decipiens 5 m

Géneros de los pastos marinos

Tropical Templado/tropical Templado
Y Cymodocea | Syringodium ¢ Halodule \ Thalassodendron ‘s Zostera ﬁ Phyllospadix
)u Enhalus  \ Thalassia S Halophila  Ruppia Y Amphibolis &‘1 Posidonia

Componentes Asociados al Ecosistema

Caliza de
manglar aManaﬁ A< vaca dorada L\ Ave acudtica \Entraga Ide L oot
P " Lentes de agua dulce
¥ Marisma . Tortuga marina “Robalo rayado W o 2 quice Entrada de - Arena calcérea
" : dimentos
1 Alga kel Dugongo MNutria de mar e Entrada de agua S8 | Substrato
¥ ’ p/ aond )‘ “subterranea

Figura 3. Diagrama conceptual del habitat de los pastos marinos del Atlantico Tropical (Tomado de Short et

al., 2007)

El rango de profundidad de los pastos marinos esta determinado en gran parte por la
disponibilidad de luz para la fotosintesis en el limite inferior y por la exposicion al aire u
oleaje en el limite superior. Su distribucion ademés esta influenciada por la accion del

oleaje, la turbidez del agua y la baja salinidad por el flujo de agua dulce. Las praderas



11
marinas persisten en la zona intermareal, especialmente en lugares protegidos del

oleaje o cuando existen trampas de agua durante la marea baja, por ejemplo plataformas

de arrecifes y piscinas naturales (McKenzie y Campbell, 2002).

La complejidad del habitat en las praderas de pastos marinos aumenta la diversidad y
abundancia de los animales. Las altas tasas de produccion primaria de los pastos marinos
estan estrechamente vinculadas con la produccién pesquera. Estas plantas mantienen
numerosos herbivoros y dentritivoros que sirven de alimento para los siguientes niveles
troficos. Las praderas de pastos marinos/algas se clasifican como el tercer ecosistema
mas valioso a nivel mundial (en una base por hectarea), sélo precedido por los estuarios y

humedales (Costanza et al. 1997).

La pérdida y destruccién de las praderas de pastos marino se ha reportado en la mayor
parte del mundo (Short y Wyllie-Echeverria 1996; Larkum et al., 2006), a veces por
causas naturales, como terremotos, lluvias torrenciales, tormentas, huracanes y el sobre
pastoreo (den Hartog, 1987; Poiner et al., 1989; EkIof et al., 2008). Actualmente es mas
comun la pérdida de praderas de pastos por la destruccion relacionada con las
actividades humanas, por ejemplo, como consecuencia de la eutroficacion, cambios en el
uso de suelo (Cambridge y McComb, 1984; Coles et al., 2003), el dragado, el desarrollo
de la costa, los dafios asociados a la sobreexplotacion de los recursos costeros y las

actividades recreativas en bote (Short y Wyllie-Echeverria, 1996).

Taxonomia

En el mundo existen 12 géneros de pastos marinos con aproximadamente 72 especies

(Short et al.,, 2011), distribuidos en las familias: Cymodoceaceae, Posidoniaceae,

Zosteraceae que contienen géneros exclusivos de ambientes marinos (Den Hartog, 1970;
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Kuo y Den Hartog, 2000)- e Hydrocharitaceae que contiene 3 géneros marinos y 14 de

agua dulce (Sculthorpe, 1985)-. Algunos autores incluyen ciertas especies de Ruppiaceae
y Zannichelaceae (Kuo y Den Hartog, 2000; Green y Short, 2003; Den Hartog y Kuo,

2006; Van Tussenbroek et al., 2009). La APG Il considera a Zannichelaceae dentro de la

familia Potamogetonaceae (Fig. 4).

Cymodoceaceae

— Amphibolis )
—[ Cymodocea }
— Halodule }
— Syringodium |

] Thalassodendron )
— Enhalus )
— Halophila )

—[ Thalassia }

Posidoniaceae

Posidonia }

Potamogetonaceae

— -
— .

Zanichella

Ruppiaceae

Ruppia }

Zosteraceae

—[ Heterozostera
— Phyllospadix )
— Zostera )

Figura 4. Clasificacion de familias en el orden Alismatales perteneciente al grupo ecoldgico de los
pastos marinos

=

Caracteristicas de los pastos marinos

Los pastos marinos estan conformados por un rizoma herbaceo cilindrico y rastrero,

enterrado en la arena con raices secundarias, raices adventicias y pelos radiculares,
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estas raices presentan epidermis con tejido parenquimatoso y aerénquima, que guarda

aire entre las células y facilita la aireacion del tejido (Kuo y McComb, 1989). Las raices

varian en tamafio, grosor, pilosidad y patrén de ramificacion.

Los rizomas de los pastos marinos pueden ser lefiosos y robustos (p.e., Thalassia),
delgados vy resistentes (p.e., Syringodium) o delicados (p.e., Halophila). El rizoma se
desarrolla mediante el crecimiento de su apice, formando también ejes verticales (haces)
de donde se originan las hojas y flores. Los tallos y sus hojas verdes son las partes mas
visibles de los pastos marinos. Las hojas tienen forma de cinta (p.e., Thalassia), o son
cilindricas (p.e., Syringodium), con una base semitransparente envainada, que sirve como
proteccién de los tejidos en desarrollo. Una vez muerta la vaina puede resistir como tejido
fibroso (p.e., Thalassia). Las especies de Halophila tienen hojas ovaladas, fijas al rizoma
por medio de un peciolo que presenta escamas en su base (Van Tussenbroek et al.,

2010: Fig. 5).

Figura 5. Caracteristicas generales de las partes vegetativas de los pastos marinos (Tomado de Lanyon,

1986)
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Las propiedades indispensables que un pasto marino tiene que presentar para poder

sobrevivir en el medio marino son: (1) Estar adaptado a la vida en agua salina; (2) Ser
capaz de crecer completamente sumergido; (3) Estar firmemente anclado con rizomas o
"holdfasts" para resistir la accion de las olas, las mareas y corrientes; (4) Tener un
mecanismo de polinizacion hidrofila (Arber, 1920) y (5) Ser capaz de competir

exitosamente en el medio marino (Kuo y Den Hartog, 2000).

Reproduccién de pastos marinos

Van Tussenbroek y colaboradores (2009) sefalan que los pastos marinos son plantas
altamente clonales y su floracion ha sido considerada, por largo tiempo, una caracteristica
mas que las distingue de las algas marinas, el grupo mas conocido de las macrdfitas
marinas (Lobban y Harrison, 1997). El rol de la reproduccion sexual para la supervivencia
y para el mantenimiento de las poblaciones ha sido considerado como de importancia
secundaria en relacidon con la reproduccion clonal (Sculthorpe, 1985; Philbrick y Less,
1996). La recolonizacién dentro de los parches perturbados de praderas de pastos
marinos generalmente ocurre mediante la extension de rizomas, los cuales bordean
estos parches (Clark y Kirkman, 1989; Williams, 1990). La dinamica de la comunidad de
las poblaciones de pastos marinos, en cortos intervalos de tiempo, a menudo puede

explicarse por la reproduccién asexual.

Los patrones de crecimiento asexual en las plantas clonales pueden ser evaluados por la
distancia entre clones, los patrones de ramificacion y la presencia-ausencia de
meristemos latentes. Para que el crecimiento clonal pueda mantenerse es necesario
conservar continuamente la actividad meristematica de los brotes (Tomlinson, 1974). Van
Tussenbroek y colaboradores (2000) estudiaron la latencia y regulacion foliar en

Thalassia testudinum y encontraron que el esparcimiento de los nuevos rametos es
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regulado generalmente por la densidad de los brotes, el desarrollo foliar de muchos

brotes es inhibido cuando existe un alto grado de hacinamiento, evitando asi la
sobreproduccion de brotes foliares. Este mecanismo de regulacién de la densidad de
brotes foliares ayuda a mantener la dominancia de T. testudinum sobre otras especies y
se asemeja al de la inhibicion del desarrollo de brotes de algunas plantas clonales
terrestres (por ejemplo, Noble et al., 1979; Hartnett y Bazzaz, 1985; De Kroon y Kwant,
1991). Se ha observado que la extensibn de T. testudinum es completamente
dependiente del crecimiento del rizoma horizontal subterrdneo (Tomlinson, 1974), por lo
gue la activaciéon de los meristemos apicales del rizoma horizontal tiene consecuencias de
mayor alcance que el de la latencia de los tallos, ya que llevan a la propagacion
vegetativa. Se cree que este mecanismo 0 mecanismos similares pueden ocurrir en otros

pastos marinos como Cymodocea nodosa (Van Tussenbroek et al., 2000).

Less (1988) menciona que la ineficiencia en la transferencia del polen, la reduccion de la
sexualidad, el crecimiento clonal generalizado y la reducida produccién de semillas en
hidrofitas puede reflejar el cambio de adaptacion importante hacia la asexualidad como
medio de preservar complejos de genes de adaptacion estable en ambientes acuaticos.
Sin embargo este paradigma de la poca importancia de la reproduccién sexual en los
pastos marinos ha cambiado en la dltima década. El desarrollado de marcadores
genéticos altamente polimérficos, han revelado que las poblaciones de pastos marinos
pueden ser genéticamente muy variables (Waycott et al.,, 2006). En resumen, la
reproduccion sexual es importante a largo plazo para la estabilidad genética de las
poblaciones y especies, asi como para la recolonizacion después de disturbios
importantes y para mantener el flujo de genes entre las poblaciones (Van Tussenbroek et

al., 2008).
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CYMODOCEACEAE

Distribucién

A excepcidon de Amphibolis, que se encuentra limitada a agua australianas, los géneros
de la familia Cymodoceaceae se localizan en mares tropicales, sub-tropicales y a veces
hasta aguas calido-templadas. Dentro del mar estdn distribuidos en las zonas poco
profundas intermareales y partes superiores de la zona submareal en sustratos de arena
y lodo en donde pueden quedar expuestas o protegidas del agua (Green y Short, 2003).
Pueden ocurrir en sistemas de arrecifes de corales, costas protegidas someras, estuarios

y en manglares pantanosos (Phillips y Mefez, 1988).

Taxonomia

La familia Cymodoceaceae incluye 5 géneros y aproximadamente 16 especies aun en
discusion. Los géneros son Amphibolis, Cymodocea, Halodule, Syringodium vy

Thalassodendron (Pagina en red: Royal Botanical Garden Kew, 2010).

Morfologia

De manera general la familia presenta hojas lanceoladas (con excepcién de Syringodium
spp. que presenta hojas cilindricas) que contienen taninos, rizomas rastreros, herbaceos,
monopodiales (Syringodium, Halodule y Cymodocea), o lignificados, simpodiales

(Thallasodrendrom y Amphibolis) y raices en los internodos (Den Hartog, 1970).
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Son plantas dioicas con las flores envueltas en bracteas, arregladas en inflorescencias

(Syringodium) o solitarias (Cymodocea, Halodule, Amphibolis, Thallasodendron). Las

flores masculinas consisten en dos anteras unidas en la base (Den Hartog, 1970).

HALODULE WRIGHTII

Distribucién

H. wrightii se encuentra distribuida en partes del Atlantico, Pacifico Oriental e indico
subtropical (Van Tussenbroek et al., 2010) (Fig. 6). Las poblaciones se han encontrado

del intermareal hasta 8 a 12m de profundidad (Phillips y Mefiez, 1988).

Figura 6. Distribucién mundial de Halodule wrightii Ascherson. El &rea sombreada corresponde a 2 625 000

Km?, aun gue, actualmente la distribucion de la especie es mucho menor (Tomado de Green y Short, 2003)

Taxonomia

La taxonomia del género Halodule no es muy clara, debido a la falta de trabajos y a que

muchas de las especies se utilizan como sinénimos en diferentes partes del mundo. Las
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especies son diferenciadas considerando pocos aspectos como el ancho de la hoja, la

morfologia del 4pice de la hoja, y la presencia o ausencia de lagunas en torno a la vena
media. Sin embargo Phillips (1967) encontr6 que las hojas de Halodule wrightii pueden

variar ampliamente en la misma planta y también en ambientes diferentes.

El género Halodule contiene 3 especies segun Phillips y Mefiez (1988): H. pinifolia, H.
uninervis y H. wrightii. Segun Den Hartog (1970) y Kew Royal Botanic Garden (2010)
existen 6 especies: H. pinifolia, H. uninervis, H. wrightii, H. bermudensis, H. beaudettei y
H. ciliata. Short y colaboradores (2011) distinguen 11 especies: H. pinifolia, H. uninervis,
H. wrightii, H. bermudensis, H. beaudettei, H. ciliata, H. australis, H. brasiliensis, H.

tridentata, H. lilianeae y H. emarginata.

Morfologia

Los tallos, con 2 a 4 hojas surgen de rizomas verticales. Los rizomas son delgados,
blancos o ligeramente pardos, con lineas delgadas en la base de los haces de color café.
Las laminas de las hojas son en forma de cinta, con un largo de entre 2 y 5 mm. Su vaina
en la base es semitransparente. El 4pice de la hoja tiene dos pequefios dientes laterales y
a veces un diente mediano pequefio. Los rizomas horizontales dan lugar a las raices y
terminan en un haz foliar. Las raices, sin ramificaciones son blancas, rosadas o grisaceas,
terminando en un punto obscuro. La planta se ramifica de escasa a moderadamente. Las
flores son solitarias y muy sencillas. La flor masculina esta compuesta por dos anteras
fusionadas y la flor femenina consiste en un par de ovarios pequefos en la base del haz,
cada uno con un largo estigma. Las semillas maduras son negras con cubierta seminal

dura, y forman un banco en el sedimento marino (Van Tussenbroek et al., 2010; Fig. 7).
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Figura 7. Morfologia vegetativa de Halodule wrightii (Tomado de Green y Short, 2003)

EMBRIOLOGIA

En general, la biologia reproductiva de los pastos marinos esta pobremente estudiada,
especialmente por la dificultad del trabajo en campo y porque las flores son muy
reducidas. Sobre Cymodoceaceae existen pocos trabajos y destacan los de

Pettitt y Jermy (1975) sobre la estructura de la pared del polen de Halodule wrightii,
Yamashita (1976) sobre la formacion del polen de Halodule pinifolia y Halodule uninervis,
Thomlinson y Posluszny (1978) sobre la morfologia floral y el desarrollo de las flores
masculinas y femeninas de Syringodium filiforme, Ducker y colaboradores (1978) sobre el
desarrollo del polen y la polinizacion submarina de Thalassodendron ciliatum y Amphibolis
antarctica, Pettitt (1981) sobre el desarrollo del polen en Thalassodendron ciliatum y

Pérez (2010) quien estudio la ultraestructura de Halodule wrightii y Syringodium filiforme.
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Sobre el género Halodule hay aun menos trabajos. Unicamente la investigacion de

Yamashita (1976) trata de la embriologia de este género; en él se describe la formacion
del polen de H. uninervis y H. pinifolia. Menciona que no se encuentran diferencias
esenciales entre ambas especies pues las dos presentan células madres de las
microsporas elipticas, microsporogénesis de tipo sucesiva con formacion de tétradas
isobilaterales, tapete plasmodial monoestratificado que se rompe antes de que comience

la meiosis, granos de polen maduros filiformes y trinucleados (Fig. 8).

Figura 8. Esquema de la microsporogénesis de Halodule uninervis y H. pinifolia A) Células arquesporiales
rodeadas por una fila de células del tapete. B) Meiosis | células madres del polen rodeadas por el tapete
plasmodial. C) Meiosis Il tétradas jévenes rodeadas por un tapete plamodial. D) Etapa de espora joven en
divisién mitética en un estado temprano bicelular. E) Grano binucleado. F) Grano filiforme trinucleado en

antera madura (Tomado de Yamashita, 1976)

Sobre H. wrightii existen 2 trabajos que describen el polen, el primero es el de Pettitt y
Jermy (1975), quienes presentan la morfologia filiforme del grano de polen, mencionan
gue la pared del grano de polen presenta una exina delgada, sin ornamentacion, ni
estructura y la intina esta formada por una capa masiva en la pared del polen. También

sefialan que dentro de la tétrada de microsporas se forma una delgada capa de calosa, y
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entre esta y la membrana de la espora se deposita una capa delgada de calosa llamada

primexina (Fig. 9). El otro trabajo es el de Pérez (2010) en el que estudia la ultraestructura
del polen y menciona que la pared del grano de polen esta conformada por tres estratos,
uno de la exina y dos de la intina. El estrato de la exina esta formado por la ectexina (la
capa mas externa), la cual no es continua y esta constituida de ornamentaciones en forma
de verrugas. Los dos estratos de la intina son continuos: el primero, la exintina es una
capa electrodensa (que se observa obscura al MET) y fibrosa; y el segundo, la endintina
es una capa electrotransparente (que se observa clara al MET) que no presenta fibras

(Fig. 10).

Figura 9. Grano de polen de Halodule wrightii A) Granos filiformes (flechas). B) Acercamiento de la pared

del grano de polen. ex-exina, in-intina (Tomado de Pettit y Jeremy, 1975)



Figura 10. C y D. Pared del grano de polen de Halodule wrightii en donde se observa una membrana

rodeada por una capa de endintina y de exintina y sobre esta capa se deposita ectexina de manera
discontinua en forma de verrugas (flecha). Ed= endintina, Ex= exintina, Me=membrana. (Tomado de Pérez,

2010)
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JUSTIFICACION

Debido a la dificultad que representa hallar las flores porgue son inconspicuas y efimeras,
el conocimiento que se tiene acerca de su biologia reproductiva y embriologia es minimo,
ademas de ser necesario tener un conocimiento previo de su fenologia, para su recolecta.
Halodule wrightii es una de las tres principales especies que conforman el habitat de los
pastos marinos en el Caribe mexicano. Estudiar su biologia reproductiva y desarrollo de
estructuras reproductoras nos ayudara a conocer las adaptaciones a la polinizacion
acuatica y a tener un mejor enfoque de la relacién evolutiva que guarda con otros pastos
marinos y angiospermas en general.
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OBJETIVO GENERAL

+ Conocer y describir el desarrollo de las estructuras reproductivas de la planta
masculina de Halodule wrightii.

OBJETIVOS PARTICULARES

Describir la microsporogénesis y microgametogénesis.
Describir el desarrollo de la pared de la antera.

Describir la micromorfologia de los granos de polen.
Describir la estructura interna del polen.

Describir el acomodo de los granos de polen en la antera.

Describir la antesis.

- + + + + + ¥

Determinar el punto de separacion de los haces vasculares correspondientes a las
os anteras fusionadas.

Qo
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METODOLOGIA

TRABAJO DE CAMPO

Area de estudio

El trabajo de campo se llevé acabo en Puerto Morelos en el estado de Quintana Roo,
México. El Parque Nacional Arrecifes de Puerto Morelos forma parte de la barrera arrecifal
denominada “Gran Cinturon de Arrecifes del Atlantico Occidental”, la segunda barrera
arrecifal mas grande del mundo. Sus coordenas geograficas son 21°00°00” y 20°48'33”
latitud norte y 86°53'14.40” y 86°46'38.94” longitud oeste (Pagina en red: CONANP,

2010).

El trabajo de seleccion y limpieza de las muestras se llevéd a cabo en la unidad académica
de Puerto Morelos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL) de la UNAM.
Las muestras fueron obtenidas durante el mes de Marzo del 2005 y en Noviembre del
2009, de la pradera de pastos marinos que se encuentran frente a la unidad académica a

una distancia de entre 3y 10 metros de la linea de costa (Fig. 11).
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Figura 11. Mapa de localizacion de Puerto Morelos. La flecha corresponde al sitio de recolectas de muestras

y el poligono al Parque Nacional Arrecife Puerto Morelos
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Observaciones de campo y colecta de material

Halodule wrightii es una planta frecuente a lo largo de la franja costera de Puerto Morelos,
Quintana Roo. Los parches de pradera de donde se obtuvieron las muestras son mono o
multiespecificas, en ocasiones entremezcladas con Syringodium filiforme. Los parches y
manchones discontinuos estan constituidos por plantas femeninas, masculinas o ambas.
Los manchones se localizan a una distancia de aproximadamente 1-20 metros mar
adentro desde la linea de costa, a una profundidad de entre 0.3 m hasta 2 m. Encontrar
las flores masculinas es sumamente complicado en campo por el tamafio tan pequefio de
las flores (de 1 — 11 mm) y por que estan cubiertas por hojas del tallo vegetativo hasta su
dehiscencia. Solo estdn expuestas horas antes y después de la antesis (Fig. 12). Por
esta razén se recolectaron cuadrantes pequefios (de aproximadamente 80 cm?) de
plantas completas, incluyendo las estructuras subterrdneas tales como rizomas y raices.
Para este fin se utilizé un cuchillo con lamina de aprox. 30 cm, para cortar un circulo
aproximado de 10 cm de diametro y posteriormente remover las plantas con el sedimento.
Las muestras se colocaron en una cubeta con agua de mar y una bomba para suministro
de aire y se preservaron las muestras en vivo a una temperatura a aprox. 24° C con luz
ambiental. Se procesaron las muestras dentro de 3-4 dias de la recolecta, analizando
todas los haces foliares bajo un microscopio estereoscopico, separando las flores
masculinas en distintas etapas de desarrollo. La mayoria de estas flores se fijaron en FAA
(formol, acido acético, etanol al 96% y agua: 10:5:50:35) para su posterior procesamiento
en el laboratorio de Desarrollo en Plantas de la Facultad de Ciencias de la UNAM y la otra

parte de las flores se proceso en fresco para remover el mucilago que recubre al polen.



Figura 12. A) Pradera de Halodule wrightii; B) Flor después de la dehiscencia de H. wrightii
(Tomadas por Ricardo Wong)

28
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Remocién de mucilago

Con el fin de remover el mucilago del polen para observar si este presentaba

ornamentacion se utilizaron dos procedimientos:

Con enzimas

Se colocaron anteras fijadas en formaldehido-alcohol-acido acético (FAA) en dos
complejos enzimaticos, el primero incluia celulasa-pectinasa y el segundo Celulasa-

glucosidasa-carboximetil celulasa — glucosidasa — xilanasa), las muestras con cada
complejos enzimaticos se incubaron, se enjuagaron y se procesaron para el microscopio

electronico de barrido (MEB). El protocolo detallado se describe en el apéndice A.

Con detergente

Se prepararon seis mezclas con detergente Nonidet (tabla 2) en las cuales se colocaron
anteras frescas de entre 6 a 8 mm en agitadoras por 12 hrs. Estas muestras se
mantuvieron en las diferentes soluciones de Nonidet por 1 mes y posteriormente se

observaron en MEB.

Tabla 2. Mezclas con detergente

Mezcla Agua de mar (en ml) Nonidet (en ml)
1 7 3
2 8 2
3 9 1
4 9.9 0.1
5 10 1
6 14 1
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TRABAJO DE LABORATORIO

Seleccién del material

Un primer criterio para la seleccion del material fue separar las flores de Halodule wrightii

por el largo de las anteras utilizando los siguientes intervalos para determinar cada etapa:

Tabla 3. Etapas de desarrollo de la antera de Halodule wrightii con sus medidas
correspondientes.

Etapa Longitud de la antera
(mm)
1 1.0- 20
2 21- 30
3 3.1-4.0
4 41-5.0
5 5.1-6.0
6 6.1-7.0
7 7.1-8.0

Recolectado en Puerto Morelos en Marzo 2005 y Noviembre 2009

Microtecnia

Las anteras se procesaron con técnicas convencionales de histoquimica para las cuales
se incluyeron las flores en paraplast. Para describir el desarrollo y la vascularizacion de la
antera, las flores se incluyeron en resina de LR-White y se tifiieron con azul de anilina.
Las dos técnicas de inclusion fueron empleadas segun el manual de Lépez-Curto y

colaboradores (2005) y se describe en el apéndice By C.
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Histoquimica

Se realizaron las siguientes tinciones para identificar diferentes tipos de compuestos:

Acido Peryddico-Reactivo de Shiff (APS) (para identificar polisacaridos insolubles).
Las muestras se hidrataron hasta agua, se les aplico acido peryddico durante 15
minutos y se enjuagaron en agua. Después se les aplico reactivo de Schiff durante
25 minutos y se volvieron a enjuagar con agua, posteriormente se lavaron con
acido acético al 2% durante 1 minuto para evitar la formacion de cristales, se
enjuagaron con agua y se deshidrataron hasta xilol. Se montaron con resina y se

observaron al microscopio.

Lugol (Identifica granos de almidon). Las muestras se hidrataron hasta agua y se
les aplico lugol por 5 minutos, se enjuagaron y se observaron al microscopio ya

gue la preparacién es temporal.

Azul negro de Naftol (Identifica proteinas). Las muestras se deshidrataron hasta
etanol 50%, se les aplico azul negro de naftol durante 5 minutos, se enjuagaron
con butanol y se pusieron en xilol por 3 minutos Se montaron en resina y se

observaron al microscopio.

Analisis de los haces vasculares

Se obtuvieron cortes seriados de 2 um de espesor de anteras jévenes, intermedias y

maduras incluidas en LR-White. Estos cortes se analizaron bajo microscopio Optico para

determinar el acomodo y fusion de los haces vasculares en las anteras. Se hizo una

seleccion de cortes y se fotografiaron con microscopia de campo claro.
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Microscopia Electrénica de Barrido

Se utilizé para observar la micromorfologia de las anteras y del polen, las cuales después
de haberse fijado en FAA se deshidrataron en una serie gradual de alcoholes (30%, 50%,
70%, 85%, 96% y 100%) por 1 h en cada uno, se desecaron a un punto critico con CO?,

se montaron en portamuestras y se cubrieron con oro para ser observadas al MEB.

Microscopia de Fluorescencia

Para determinar el tipo de tétradas de las células madres de las microsporas se separaron
flores de entre 2 y 4 mm las cuales se enjuagaron en agua para quitar el FAA, después se
colocaron en hidroxido de sodio (NaOH) por 24 h, se enjuagaron con agua y se dejaron
en azul de anilina por 48 h., posteriormente se montaron en un cubre objetos y se les hizo

un squash, por ultimo se observaron en microscopio de florescencia y se fotografiaron.
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RESULTADOS

MORFOLOGIA DE LA FLOR MASCULINA

Halodule wrightii es una especie dioica, cuya flor masculina es sumamente sencilla, pues
carece de corola y cdliz y solo esta conformada por el androceo,que presenta 2 anteras
tetrasporangiadas fusionadas en la parte dorsal desfasadas verticalmente una de otra
(Fig. 14 E). Cada antera presenta 2 tecas con 2 microsporangios cada una. La flor se
encuentra asociada a una bractea, que es una hoja sin modificaciones, posicionada en la
base del filamento (Figs. 14 C y D). En la parte apical del tallo donde se desarrolla la flor,
se presenta otra estructura con 1 o 2 hojas planas las cuales estan envueltas por otra

hoja (profilo), esta disposicidon peculiar se muestra y esquematiza en la figura 13.

Las flores masculinas jovenes presentan un filamento sumamente corto, por lo que las
anteras se sitian a la altura del apice del tallo vegetativo, la bractea y las hojas
envolventes del tallo cubren completamente las anteras (Figs. 14 A y B). Las anteras en
desarrollo también permanecen protegidas con su bractea (Figs. 14 C y D) y envueltas
por las hojas exteriores. Las flores maduras presentan un filamento alargado, por lo que
las anteras se elevan mas alla del apice del tallo, la bractea y las hojas envolventes (Figs.

14 Ey F).
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Figura 13. A) Micromorfologia del bot6n de la flor masculina, corte transversal mostrando la distribucion de las anteras
dentro del botén floral; B) Esquema de la conformacion de la unidad floral, en corte transversal (izquierda) y en seccidn
longitudinal (derecha), la linea punteada indica la altura del corte y las flechas la relacién de las estructuras de ambos
esquemas. A- antera, B- bractea, H- hoja, He- hoja envolvente, HE- hoja envolvente del tallo
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Figura 14 A) Antera con hoja envolvente; B, C, D, E y F Flores masculinas en distintas etapas de desarrollo a las cuales
se le ha retirado las hojas asociadas a la antera y en B, E y F adicionalmente se ha retirado la bractea asociada; B) Flor
masculina joven; C) Antera inmadura con su bractea; D) Detalle de la bractea asociada a la antera; E) Flor masculina
madura; F) Detalle de la antera madura. A- antera, B- bractea, H- hoja, F- filamento, Ta- tallo
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ANATOMIA DE LA ANTERA

Desarrollo de la antera

Después de realizar los cortes de cada una de las etapas, se observé que la longitud de
las anteras era independiente del desarrollo del polen, ya que varias flores mostraban una
etapa menor de desarrollo que su antera previa en tamafo, por lo que se utilizé el

crecimiento del polen y de la pared de la antera para determinar su etapa de desarrollo.

En las anteras mas jévenes se observa una masa de células espordgenas agrupadas al
centro del microsporangio (Figs.15 A-C). Muchas de éstas células espordgenas se
encuentran aun en mitosis y presentan formas generalmente isodiamétricas con nucleos
prominentes, en los que se pueden distinguir la cromatina y los nucléolos; ademas
presentan citoplasmas densos. La pared de la antera se compone por epidermis
monoestratificada sin acumulacion de taninos y con una cuticula densa. La capa
adyacente a la epidermis es el endotecio, que presenta 2 a 3 capas medias y contiguo a
el se encuentra el tapete, que es biestratificado. El septo separa a los microsporangios y
existe un tejido conectivo en el centro de la antera. En esta misma etapa se observan
algunas divisiones periclinales, de las células de la capa parietal secundaria externa, que
formaran el endotencio y una capa media. Divisiones periclinales de las células de la capa
parietal secundaria interna formaran otro estrato celular de la capa media y el tapete.
También se observan algunas divisiones anticlinales que incrementan el namero de

células de los diferentes estratos para el crecimiento de la antera (Figs.16 Ay B).

En la siguiente etapa de desarrollo de las anteras ya se observan claramente

diferenciadas las células tapetales y las células esporégenas. Ambos tipos celulares
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acumulan rapidamente una gran cantidad de sustancias en su citoplasma (Fig. 16 C).

En la pared de la antera se puede observar la cuticula sobre las células de la epidermis,
las cuales comienzan acumular sustancias. En la epidermis se distingue una zona que
formara el estomio. Las células del endotecio presentan ndcleos grandes, al igual que las
capas medias que en esta etapa comienzan a adelgazarse. Por ultimo las células del

tapete aparentemente se acomodan en dos capas como se muestra en las figura 16 D.

Muy temprano en el desarrollo las células tapetales se rompen y su contenido ocupa el
I6culo de la antera, por lo que este tipo de tapete es considerado de tipo plasmodial o
amiboideo. Una vez que el contenido de las células tapetales llega al I6culo de la antera,
se pueden observar nucleos con nucleolos y un citoplasma comun (plasmodio) que se
distribuye por todo el lI6culo, que presenta proteinas y polisacaridos insolubles, los cuales
se detectan en tinciones con azul negro de naftol y reactivos de shiff, respectivamente
(Figs. 16 F, 17 Ay B). Poco antes de la meiosis las células madres de la microsporas se
separan unas de otras y forman células elipticas (Figs. 16 E y F), las cuales al igual que el
tapete, tiene reaccién positiva para azul negro de naftol, mostrando proteinas tefiidas de
color azul (Fig. 17 A) y para reactivo de shiff, mostrando polisacéridos insolubles tefiidos

de color rosa fuerte (Fig. 17 B).

Microsporogénesis

Las células madres de las microsporas entran en meiosis y presentan citocinesis sucesiva
gue divide a las células madres de las microsporas generando 2 células sin que haya
formacion de pared. Estas células vuelven a dividirse para producir una tétrada
isobilateral (17 C y D). Esta tétrada puede observarse claramente cuando es tefiida con

azul de anilina con microscopia de fluorescencia y en contraste de fases, denotando
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también, la escasa depositacion de calosa en las paredes de las esporas recién

formadas (Figs. 17 Ey F).

Microgametogénesis

La microgametogénesis comienza cuando las esporas liberadas de la tétrada se alargan
rapidamente generando células elipsoidales, que presentan nulcleos enormes con gran
cantidad de reservas en su citoplasma (Fig. 18 B). La pared de la antera, en la cual los
microsporangios contienen en su mayoria células en la etapa de microgametogénesis,
presentan una epidermis con acumulacion de taninos, capas medias que comienzan a
degenerar. También presenta un estomio adelgazado con una estructura bicelular, con
células de paredes primarias que presentan una organizacion diferente al resto de la

pared de la antera la cual persiste hasta el momento de la dehiscencia (Fig. 18 D).

Las microsporas entran en mitosis produciendo el ndcleo vegetativo y el nucleo
generatriz, entre los cuales se comienzan a formar 1 y posteriormente 2 vacuolas, que
promueven el acomodo de los ndcleos en las microsporas situando al nucleo vegetativo al
centro y haciendo que el nacleo generatriz migre a la posicion periférica de la célula (Figs.
18 B y C). El polen en esta etapa presenta paredes engrosadas, debido también al
depdsito de las sustancias del periplasmodio. Asi mismo en el polen se observa la
formacion de una pared que divide la célula generatriz de la célula vegetativa, esta ultima
presenta un nucleo mas grande que el de la célula generatriz. Todavia posicionada la
célula generatriz en la periferia de la célula vegetativa, se presenta la segunda mitosis de
la célula generatriz con la que se generan 2 nucleos esperméticos (Figs. 18 E y F). El
periplasmodio que rodea estas células es muy denso. En esta etapa y en la anterior de

formacién del polen, la pared de la antera presenta en esencia las mismas caracteristicas.
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En un mismo microsporangio se presentan distintas etapas de desarrollo de las

esporas, desde la etapa de células madre de las microsporas, microsporas y polen joven

(Fig. 18 A).

Los granos de polen formados siguen creciendo y alargandose. Sus ndcleos se observan
grandes y su citoplasma presenta una buena cantidad de reservas, el periplasmodio que
rodeaba al polen comienza a desaparecer del l6culo. Las anteras en esta etapa
presentan una epidermis con una mayor acumulacion de taninos, asi como degradacion

de las capas medias (Fig. 19 A).

El polen continla su proceso de maduracion alargandose aun mas y dentro de él se
observan los ndcleos con el nucléolo, y su citoplasma comienza a consumir sus reservas,
por lo que su interior se observa menos denso. En esta etapa la epidermis presenta una
gran acumulacion de taninos, que en ciertas células ocupan casi todo su interior; la capa
del endotecio se adelgaza, la degradacion de las capas medias es muy notoria, el tapete
plasmodial desaparece visiblemente del I6culo y el septo comienza a adelgazarse (Fig. 19

B).

La epidermis muestra una mayor cantidad de células llenas completamente de taninos, se
observa una mayor degradacion del endotecio, las capas medias desaparecen, el estomio
comienza a contraerse y el septo que divide los microsporangios se rompe (Fig. 19 C). El
polen se alarga hasta adquirir la apariencia filiforme y en su interior se forman vacuolas

con granos de almidén.

En la Ultima etapa de desarrollo, antes de la dehiscencia, en la pared de la antera solo se
observan reminiscencias del endotecio en algunas zonas de los microsporangios, el septo

se contrae casi hasta su base y el estomio se abre por la linea de dehiscenia (Fig. 19 D).
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El polen de esta etapa alcanza su forma final, presenta tres células y contiene una gran

cantidad de vacuolas con almidén en su interior, las cuales se observan bien en

microscopia de contraste de fases y presentan reaccion positiva para lugol (Figs. 20 A-D).

Vascularizacion de la antera

En la parte apical de la flor las dos anteras muestran un haz vascular cada una, que
presenta un estele sin médula. El xilema es central con miembros de vasos poco
lignificados, las células parenquimaticas del xilema presentan nucleos densos y
acumulacién de sustancias en su citoplasma. Las traqueidas y fibras xilares presentan
muy poca depositacion de lignina y celulosa, pues son imperceptibles en fluorescencia
con tinciones de azul de anilina. Con respecto al xilema, el floema es concéntrico
perifloematico, los elementos cribosos presentan células anucleadas con paredes
delgadas, sin depositacion aparente de calosa. Conforme los haces vasculares bifurcados
se acercan hacia la parte media de la flor comienzan a juntarse hasta formar uno solo,
mostrando en los cortes basales de la antera un solo haz vascular ya fusionado (Fig. 21).
Los cortes seriados de flor en etapa madura y flor en etapa joven muestran el mismo

patrén de fusion de haces vasculares.
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Figura 15. A) Micromorfologia en corte transversal de una antera muy joven; B) Detalle de microsporangio; C) Detalle del
contenido celular de la epidermis, el endotecio, las capas medias y las células esporégenas. A- antera, B- bracteas, CE-
células esporégenas, Cm- capas medias, E- epidermis, En- endotecio, H- hoja, ME- microsporangio, T-Tatapete
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Figura 16. A) Corte transversal de antera joven; B) Detalle del acomodo de las células esporégenas y la pared de la
antera donde se observan una division periclinal que origina el endotecio y una capa media (flecha 1) y otra division
periclinal que origina una capa media y el tapete (flecha 2), asi mismo se observa una division anticlinal en el endotecio
(flecha 3); C) Microesporangio de antera jéven con células espordgenas; D) Células esporégenas isodiamétricas en
mitosis pre-meiotica rodeadas por el tapete periplasmodial biestratificado en varias zonas y roto en algunas partes; E)
Tapete periplasmodial con nucleos prominentes (flecha) embebido completamente en el l6culo y rodeando a las células
madres de las microsporas ahora con formas circulares. La epidermis presenta una mayor acumulacion de taninos y las
capas medias un adelgazamiento notorio; F) Detalle del citoplasma y ndcleos de las células tapetales. CMM- células
madres de las microsporas, Cm- capas medias, E- epidermis, En- endotecio, HV- haz vascular, ME- microsporangio, T-
Tatapete, PA- pared de la antera. Pe- periplasmodio, S- septo
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Figura 17. A) Células madres de las microsporas y células tapetales en degeneracion con una gran cantidad de
proteinas, teflido con azul negro de naftol, se observan algunos nucleos del tapete (flecha); B) Célula madre de la
microspora en la primera division de la meiosis (flecha), se muestran una gran cantidad de polisacérido insolubles,
tefiidos con reactivo de shiff, en las células madres de las microsporas, en las microsporas y en el plasmodio; C)
Tétradas isobilaterales (flechas) en contraste de fases; D) Microsporas separandose de la tétrada; E) Células madres de
las microsporas con citocinesis de tipo sucesiva vista con fluorescencia y contraste de fases y teflidas con azul de
anilina; E) Formacion de las tétradas vista con fluorescencia y teflida con azul de anilina. CCM- células madres de las
microsporas, Cm- capas medias, E- epidermis, En- endotecio, Me- microsporas, Pe- periplasmodio
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Figura 18. A) Diferentes estadios en la formacion del polen en el mismo microsporangio se pueden observar células
madres de las microsporas con formas circulares, primera divisibn meiotica de una de estas células (flecha) y polen con
vacuolas acomodando sus nulcleos; B) Polen con nicleo y su nicleolo acomodados por la formacién de vacuolas
(flecha), visto en contraste de fases; C) Alargamiento del grano de polen, tefiido con azul negro de naftol; D) Detalle del
microsporangio en donde se observa la diferenciacidon de las células del estomio y las células de las epidermis, asi
mismo se muestra el endotecio y el septo integro y las capas medias degradandose; E) Posible microspora abortiva
(asterisco) y grano de polen trinucleado, se observa una pared entre la célula generatriz y la célula vegetativa, ademéas
de la pared del grano de polen la cual presenta unién de fragmentos del periplasmodio (flecha). F) Detalle de los nucleos
espermaticos. CCM- células madres de las microsporas, Cm- capas medias, E- epidermis, En- endotecio, P- polen Pe-
periplasmodio



Figura 19. A) Microsporangios con polen en la etapa posterior a la microgametogénesis y septo integro; B)
Microsporangios con polen en etapa de maduracién, en esta etapa se comienza a abrir la linea de dehiscencia en el
estomio y se adelgaza el septo; C) Microsporangios con polen en la penultima etapa de maduracién, en esta etapa se
rompe el septo que separa los microsporangios; D) Microsporangio con polen maduro, el septo de los se ha contraido
casi hasta su base. Cm- capas medias, E- epidermis, En- endotecio, Es- Estomio, PA- pared de la antera, S- septo
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Figura 20. A) Polen filiforme maduro con una gran cantidad de vacuolas en su interior (flecha), visto en contraste de
fases; B) Acomodo del polen maduro filiforme; C) Polen maduro trinucleado con vacuolas en su interior; D) Polen con
una gran cantidad de almidén tefiidos con lugol



Figura 21. Cortes seriados de antera joven.

HV- haz vazcular
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Figura 21 Continuacion. Cortes seriados de antera joven.

HV- haz vazcular
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GRANOS DE POLEN

Microestructura del polen

El polen es alargado y filiforme en etapas maduras (Fig. 22 A). La superficie del grano de
polen se observa lisa en aumentos menores de 5000x (Fig. 22 C). Sin embargo esta
vision se modifica cuando el aumento es mayor a 6000x, ya que la imagen cambia de un
panorama sin ornamentacion a una ornamentacion verrugosa (Figs. 22 D-F). Los granos
de polen se encuentran embebidos en una matriz que bafia casi por completo la
superficie de las masas que forman los granos de polen entrelazados. Esta acumulacion
de matriz proviene de los restos del plasmodio y es visible al MEB (Fig. 22 D). El
tratamiento utilizado con detergente/agua de mar (9:1) con los granos frescos, logré quitar
la mayor cantidad de los restos del plasmodio acumulado en la superficie del polen, sin
dafar su estructura. Los tratamientos utilizados con enzimas destruyeron demasiado la
superficie de la pared del polen como para poder determinar la ornamentacion. Un célculo

del tamafio de un grano de polen filiforme dio una medida aproximada de 1000 um.

Estructura del polen en el interior de la antera

Dentro de las anteras los granos de polen filamentoso estan enrollados varias veces
sobre si mismos formando una estructura compacta que se forma en algunas plantas
terrestres de la familia Orchidaceae (Figs. 23 Ay B). Los granos de polen se liberan por
las lineas longitudinales de dehiscencia formadas por células de paredes delgadas que

permiten la apertura de la antera (Figs. 23 C y D).
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Estructura interna del polen

Al MEB es posible observar que el contenido citoplasmatico del polen es granular debido
posiblemente a la gran acumulacion de sustancias de reserva (principalmente almidén)
(Figs. 22 By F), asi mismo se observa una pared muy delgada sin estructura y ondulada

en su parte externa.
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Figura 22. A) Polen dentro del microsporangio; B) Detalle del interior del polen; C) Detalle de la pared del polen con
textura lisa; D) Detalle de la pared del polen con textura verrugosa; E) Detalle de la ornamentacién del polen y verrugas
de la exina (flechas); F) Seccion del polen donde se muestra parte del citoplasma y la pared del polen con las verrugas
de la exina (flechas). C- citoplasma, P- polen, PP- pared del polen
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Figura 23. A) Antera y granos de polen; B) Detalle del acomodo del polen dentro de la antera; E) Antera dehiscente; D)
Detalle de la dehiscencia y granos de polen. HV- haz vascular, De- linea de dehiscencia, PA- pared de la antera, P-
polen
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DISCUSION

Desde su colonizacion al medio marino, los pastos marinos han desarrollando cambios
morfoldgicos y funcionales para poder adaptarse a los factores abidticos y biéticos de su
entorno, muchos ajenos a lo conocido en plantas terrestres. Muestra de estas
adaptaciones es la hidrofilia, la cual es un mecanismo de polinizacion abiotica en el que el
paso del polen, desde las anteras hasta los estigmas, se realiza completamente bajo el
agua, utilizando como medio de transporte las corrientes marinas. La hidrofilia en los
pastos marinos, se caracteriza, entre otras cosas, por la dominancia de separacion de los
organos masculino-femenino, que permiten altas tasas de entrecruzamiento, y por la

reduccioén en la estructura floral (Van Tussenbroek et al., 2009).

Segun Ackerman (2006) la separacién de las estructuras reproductoras en los pastos
marinos puede ser de dos tipos: 1. en el espacio, en el caso de los nueve géneros
dioicos, incluyendo todas las especies de la familia Cymodoceaceae, adicionalmente
estas plantas pueden presentan sindromes de polinizacion con diclina (protoginia); 2. en
el tiempo, via polinizacién dicogamia (es decir separacion fenoldgica entre la liberacion
del polen y la receptibilidad del estigma, usualmente protoginia), en el caso de los cuatro
géneros monoicos. Sin embargo, no todos los pastos marinos presentan separacion de
las estructuras reproductoras. Aungque hay reportes de geitonogamia en las flores de
Zostera marina (Reusch, 2001) y autofecundacion en Posidonia oceanica (Balestri y

Bertini, 2003).

En las angiospermas menos del 10% de los géneros son dioicos (Kuo y Den Hartog,
2006). En contraste nueve de los géneros en los pastos marinos (Amphibolis,
Cymodocea, Halodule, Syringodium, Thalassondendron, Phyllospadix, Enhalus, Thalassia
y Halophila que también presenta algunas especies monoicas, como H. decipiens, H.

capricornio y H. beccarii) son dioicos, con la mayoria de flores masculinas y femeninas
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solitarias; los cuatro géneros restantes son monoicos (Posidonia, Ruppia,

Heterozostera y Zostera). Dentro de este grupo Ruppia y Posidonia presentan flores
perfectas en inflorescencias y Heterozostera y Zostera presentan flores unisexuales en
una inflorescencia espata-espadice. En la familia Cymodoceaceae los géneros
Cymodocea y Halodule presentan flores solitarias terminales en los haces (Den Hartog y
Kuo, 2006). Las flores de Syringodium spp. se acomodan en una inflorescencia cimosa
(Tomlinson y Posluszny, 1978). Amphibolis y Thalassodedron tienen flores solitarias al
final de sus ramificaciones (Ducker et al.,, 1978). En los pastos marinos las flores
estaminadas y carpeladas parecen estar organizadas en un numero de patrones
diferentes que no manifiestan un patrén sistematico, es decir Hydrocharitaceae, que
conserva muchas de sus caracteristicas de sus parientes de aguas dulce en contraste
con otras familias de pastos marinos, como las Cymodoceaceae que presentan varias

adaptaciones a la vida marina, incluyendo una gran reduccion en sus estructuras florales.

Las flores masculinas de Halodule wrightii, y en general de la familia Cymodoceaceae,
son de tamafio pequefio y no presentan colores vistosos, adicionalmente la reduccion
floral estd marcada por la ausencia de la corola y caliz, aunque el arreglo floral de cada
uno de los géneros es distinto. EI androceo de las flores masculinas de esta familia
consiste de dos anteras fusionadas dorsalmente a la misma altura, excepto en Halodule
donde una de las anteras se encuentra mas arriba que la otra, una a cuatro bracteas

pueden envolver las flores (Den Hartog y Kuo, 2006).

El arreglo de la posicion terminal en donde se presenta la unidad floral, que se describe
aqui para H. wrightii, es similar al representado por Tomlinson (1982) para el género
Halodule, con la diferencia de que la hoja foliar (Que en este trabajo se define como
bractea) cubre a las anteras, al préfilo y a las hojas que este envuelve (Fig. 24 B). La

unidad floral de Syringodium filiforme también tiene un arreglo similar al de de H. wrightii,
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las anteras y una hoja con el profilo estdn cubiertas por una bractea (la cual es

modificada en Syringodium y foliar en Halodule), frente a ellas se encuentra una rama de
la inflorescencia envuelta por un proéfilo y a su vez todo esta rodeado por otra bractea, que
sustenta el tallo de la inflorescencia (Fig. 24 C; Tomlinson y Posluszny, 1978). La flor de
H. wrightii es solitaria, y solo hay una bractea que la sustenta, por lo tanto es méas sencilla
gue el arreglo de la inflorescencia racimosa/cimosa de Syringodium filiforme, que segun

su posicién en la inflorescencia puede presentar 2 a 4 bracteas.

Figura 24. Esquemas de la unidad floral. A) Halodule wrightii (ver pagina 35 de resultados); B) Halodule

(Tomado de Tomlinson, 1982); C) Syringodium filiforme (Tomado de Tomlinson y Posluszny, 1978). A-

antera, B- bractea, H- hoja, He- hoja envolvente, HE- hoja envolvente del tallo, ME- microsporangio, pr-
profilo, Liy Lii- bractea, Ls- préfilo

La fusion de las anteras se ha reportado para todos los miembros de la familia
Cymodoceaceae (Den Hartog, 1970); sin embargo, no existe un estudio especifico de
como se fusionan los haces vasculares en las anteras. Varios autores han descrito la
anatomia de las anteras en todos los miembros de la familia Cymodoceaceae (Tomlinson
y Posluszny, 1978; Tomlinson, 1982; McCochine et al., 1982). Kuo y McComb (1998)
sefiala que la anatomia reproductiva de los miembros de la familia es muy similar, la vena
principal, que viene desde el tallo, se divide en la base flor, una ramificacion llega a la
bractea y la otra se divide nuevamente y suministra a la antera o el pistilo, en la antera
cada haz puede o no conducir al apéndice terminal de la antera. Tomlinson y Posluszny
(1978) sefialan que en Syringodium filiforme el apéndice inicial de las anteras es
bilobulado, sin embargo, marcan que esto es poca evidencia del par de anteras en la flor

madura, en sus cortes de la antera solo observa un haz vascular, aunque no se especifica
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a qué altura es el corte, por lo que sugieren que la vascularizacion no es suficiente para

soportar la interpretacion de la estructura dual de la antera, ya que en el tallo solo hay un
haz vascular y los haces de la antera apenas forman dos cadenas discretas. En Halodule
wrightii el apice de la flor presenta dos anteras, no fusionadas, cada una con un haz
vascular, entre la parte superior y la parte central se fusionan a la par los haces
vasculares, por lo que en la parte basal de la flor solo se presenta un haz vascular central.
Es posible que este patrén de fusion sea parecido en los diferentes géneros de la familia
Cymodoceaceae, sin embargo, como los demas géneros presentan sus anteras a la
misma altura, la fusién no es tan facil de distinguir y por lo que posiblemente Tomlinson y

Posluszny (1978) no la consideraron importante.

Los pastos marinos presentan adaptaciones a las condiciones de vida marina, que no
presentan otras plantas, por lo que es dificil tratar de acoplar a veces la terminologia de
las plantas terrestres a los diferentes arreglos que observamos en los pastos marinos. Un
ejemplo de esto es la discusién que se ha dado para determinar si las estructuras foliares
gue sostienen a las anteras se identifican como bracteas. Existen varias definiciones de
bractea. Segun Schmidt y Joker (2001) la bractea es una hoja modificada que se
desarrolla en la base de la flor, la inflorescencia o el eje floral. Warren-Morris y Zetina-
Morris (2002) y Baiely (2003) sefialan ademas que esta puede ser muy reducida en
relacion con las hojas vegetativas de una misma planta. Tcherkez (2004), sefiala que la
bractea es un elemento de la arquitectura foliar que constituye una entidad perfectamente
definida, aparentemente en algunos taxa presenta una forma derivada que puede ser
altamente modificada o no, soportando la estructura floral entera. Segun Bell y Bryan
(2008) cualquier hoja, modificada o no, que sostiene a una flor puede ser denominada
bractea. En esta tesis se aplica esta ultima definicion. Ronse De Craene (2010), sefiala
gue la transicion entre hojas y flores es usualmente intermediada por bracteas (también

llamadas ferdfilas), sin embargo estas no son organos florales, aunque pueden llegar a
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estar muy cercanamente asociadas con las flores y secundariamente incluirse como

parte del perianto (Ronse De Craene, 2007). La bractea es una caracteristica
sobresaliente de muchas inflorescencias de monocotiledéneas. En monocotiledoneas
existe, usualmente, una bractea abaxial y una bractéola adaxial (Arber, 1925). Es muy
dificil hacer una clara diferenciacion entre bracteas y bractéolas, por lo que la
argumentacion de su distincion es muchas veces artificial. Esto mismo ocurre al
diferenciar entre las hojas que rodean a las flores de Halodule wrightii y las bracteas,
pues la estructura foliar que sustenta la flor presenta una morfologia y anatomia similares

a las otras hojas del tallo.

Las bracteas protegen las anteras de dafio por factores ambientales tales como abrasién,
0 remocion por oleaje, aunque la proteccion contra herbivoros también juega un papel

importante (Muhlia-Montero, 2011).

La gran acumulacion de taninos observada en las células de la epidermis de las anteras
de H. wrightii, y en general de los pastos marinos que se han estudiado, es importante en
la proteccion de los érganos reproductores, ya que evitan la herbivora (Becker, 1984;
Bennett y Wallsgrove, 1994; Esau, 1977; Fenical, 1988; Fhan, 1990; Reed, 1995). Este
tipo de sustancias también se han detectado en las flores femeninas y en frutos como el
de Thalassia (Jiménez, 2004), Syringodium (Guzman, 2009), Halophila, Halodule (Bragg y
McMillan, 1996; Kuo y Kirkman, 1992) y Cymodocea (Caye y Meinesz, 1986). Sin
embargo, esta caracteristica no es exclusiva de los pastos marinos, los taninos son
compuestos comunes en el reino vegetal, tanto gimnospermas como angiospermas los
presentan, siendo mas comunes en las dicotiledéneas que en las monocotiledoneas

(Raven et al., 2005).
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Varias de las caracteristicas morfoldégicas que presentan los pastos marinos, como la

reduccién en las estructuras florales y la separacion de sexos, son poco Utiles para
generar una hipotesis sistematica, pues son derivadas de procesos convergentes de
adaptacién al ambiente marino. En las angiospermas como en los pastos marinos la
reproduccion sexual recae en las estructuras reproductoras que participan en la
fecundacion. Autores como Furness y Rudall (1997; 1999; 2000; 2001) han utilizado como
indicadores para establecer relaciones entre los diferentes grupos de monocotiledéneas
los procesos reproductivos de las especies, como la formacién del polen, ya que son

eventos mas conservados que las caracteristicas morfologicas.

Furness y Rudall (2001) sefialan que las caracteristicas del polen y la antera han sido
frecuentemente consideradas significantes en la sistematica de monocotiledéneas, tanto
por encima como por debajo del nivel de familia. Caracteristicas tales como
microsporogénesis (Rudall et al., 1997; Furness y Rudall, 1999; Furness y Rudall, 2000a),
tipo de tapete (Furness y Rudall, 1998) y polen aperturado o inaperturado (Furness y
Rudall, 1999; Furness y Rudall, 2000b) han sido evaluados en el contexto de las nuevas
filogenias y clasificacion de monocotiledéneas. Estos caracteres en conjunto con los
avances en sistematica molecular han mejorado nuestro entendimiento de las relaciones
filogenéticas de muchos grupos de monocotiledéneas, por lo que este estudio es una

aportacion al respecto.

El desarrollo de la pared de la antera y las caracteristicas de las capas que la integran
nos pueden ayudar a entender mejor el desarrollo del polen y su liberacién, pues

desempefian un papel importante en la formacién del polen.

El endotecio es una capa de la pared de la antera muy importante en las plantas

terrestres y generalmente presenta bandas fibrosas. La expansion diferencial de sus
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paredes tangenciales externas e internas y la naturaleza celular higroscépica ayuda a la

dehiscencia de las anteras maduras, por lo que generalmente persiste junto con la
epidermis durante la existencia de la antera (Marquez-Guzman, 2011). En plantas
acuaticas con flores sumergidas, incluyendo a todos los miembros de la familia
Cymodoceaceae y otros pastos marinos, el endotecio no forma bandas fibrosas ni
engrosamiento en sus paredes, y de hecho en Halodule wrightii la mayor parte de la capa
del endotecio se degrada en anteras maduras, por lo que los mecanismos para realizar la
dehiscencia de la antera recaen en las células del estomio, que se diferencian de las
células de la epidermis por presentar paredes delgadas. Posiblemente esta zona de
ruptura de la antera esta sustentada por procesos adaptados a las condiciones del medio
marino. Un posible mecanismo de dehiscencia es el siguiente: la solucién dentro de las
vainas de los pastos marinos es hipotdnico en relacién al agua salada del mar (Tyerman,
1989). Varias horas antes de la antesis la antera emerge de la vaina ocasionando que
las células de la epidermis sufran plasmolisis, debido a la pérdida de agua por estar en un
medio de hiperosmaético. Las paredes delgadas de las células de la zona del estomio
colapsan resultando en la apertura de la linea de dehiscencia de la antera. Esto es un

posible escenario de dehiscencia, pero se requiere mas estudios al respecto.

Mientras que la epidermis y el endotecio muestran uniformidad en las Cymodoceaceae, el
namero de estratos de las capas medias y del tapete varian entre los géneros. Las
funciones de estos estratos, principalmente la del tapete, estdn muy relacionadas con el
desarrollo del polen. Para H. wrightii la mayor actividad de las capas medias se presenta
en anteras jévenes mucho antes de que empiece la meiosis, por lo que sus funciones se
limitan al almacenamiento y transporte de sustancias para el desarrollo de las células

madre de las microsporas.
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En las angiospermas se distinguen dos tipos de tapete: el de tipo plasmodial (también

llamado amiboideo o invasivo) y el tipo secretor (también llamado granular o parietal).
Tiwari y Gunning (1986) describen un tercer tipo de tapete, el invasivo no-sincial en
Canna (Cannaceae). En solo once familias de dicotiledoneas y una familia de
monocotiledéneas se ha reportado el desarrollo del tapete plasmodial y secretor, lo que
sugiere que el tipo de tapete es una caracteristica ancestral, muy uniforme entre los taxa
de monocotiledéneas. El tapete secretor es el mas comun en las dicotiledéneas, ocurre

en 154 familias, mientras que en las monocotiledéneas solo se presenta en 21 familias.

El tapete plasmodial se ha reportado en 14 familias de dicotiledéneas y en 18 de
monocotiledoneas (Rudall y Furness, 1997). Muchos taxa en el clado de Alismatales
ramificados tempranamente, y en donde se encuentran todos los pastos marinos, tienen
predominantemente tapete plasmodial (en Araceae y los Alismatides), con excepcion del
género Acorus, el cual proviene de la linea mas antigua de las monocotiledoneas en
muchos andlisis moleculares, y del género Tofieldia (Tofieldiaceae) que presentan un

tapete de tipo secretor con (Furness y Rudall, 2001).

En clado Liliode solo la familia Hipoxidaceae, ramificada tempranamente, los géneros
Pandanus (Cheah y Stone, 1975) y posiblemente Freycinetia (Pandanaceae) (Rudall y
Furness, 1997) presentan tapete plasmodial. Los otros cuatro 6rdenes de liliode (Panales,
Discoreales, Liliales y Asparagales) presentan tapete secretor. Dentro del clado de
commelinoide los Zingiberales y tres familias del orden Commelinales (Commelinaceae,
Haemodoraceae y Pontederiaceae) presentan principalmente tapete plasmodial o
invasivo no-sincial. En Poales, Sparganiaceae, Typhaceae y Abolboda, presentan tapete
plasmodial; sin embargo, podrian ser mas, ya que en varios taxones del orden no se ha

estudiado esta caracteristica (Fig. 25).
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Figura 25. Relacién entre los clados principales de monocotiledéneas y tipo de tapete que presentan, con la

clasificacién del Grupo de Filogenia de Angiospermas (1998) (Tomado de Furness y Rudall, 2001)

El tapete plasmodial se presenta en todas las especies de Alismatales y, por lo tanto, en
los pastos marinos (ver tabla 4). Sin embargo el desarrollo, estructura y momento en que
se rompe difiriere entre las especies. En Halodule wrightii el tapete se separa de la pared
de la antera cuando las células esporégenas aun estan intercomunicadas en mitosis, y
posteriormente las células del tapete se rompen precozmente antes de que las células

madre de las microsporas entren en meiosis. Este mismo proceso fue observado en
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Halodule pinifolia, Halodule univervis (Yamashita, 1976) y Thalassodendron ciliatum

(Ducker et al., 1978); en Amphibolis antarctica el tapete se rompe al final de la meiosis
(Ducker et al., 1978). El nUmero de capas que presenta el tapete varia entre las especies
de la familia Cymodoceaceae. Para Syringodium filiforme se observan de dos a tres
capas (Ducker et al., 1978), Amphibolis antarctica presenta cuatro capas (Ducker et al.,
1978), Halodule wrightii dos capas, y Yamashita (1976) sefiala una capa del tape para H.

pinifolia y H. univervis.

En la mayoria de las plantas, los precursores de la esporopolenina son sintetizados por la
misma microspora durante la etapa de tétradas y por el tapete predominantemente en la
etapa post-meiotica. Otra de las funciones del tapete en la etapa post-meiotica, que
ocurre en la mayoria de las angiospermas, es la formacion de una cubierta del polen
llamada cemento polinico o pollenkitt, que es una capa hidrofébica compuesta
principalmente de lipidos y carotenoides, que generalmente se depositan sobre la
superficie de la exina. Esta capa ayuda a mantener los granos de polen juntos, ayuda a
atrae a los insectos, protege al polen de la radiacién ultravioleta y lo adhiere al cuerpo de
los insectos, ademas esta involucrada en la compatibilidad esporofitica (Marquéz-
Guzman, 2011). Se ha observado que en los granos de polen transportados por el viento
(anemdfilos) el pollenkitt se produce en mucho menor cantidad y su consistencia es
polvosa. Es posible que esto se relacione de alguna manera con la independencia de
factores bidticos para trasladar el polen. En los pastos marinos, con polinizacion hidréfila,
no se ha detectado esta capa, y posiblemente también este relacionado con la ausencia
de polinizadores biéticos. Aunque también la presencia de sustancias hidrofébicas (lipidos
hidr6fobos) podrian ser utilizados en las células tapetales para cubrir la superficie de los
granos de polen (Pettit, 1980), posiblemente sustituyendo al pollenkitt. La presencia de
estos lipidos hidréfobos formaria una cubierta repelente al agua que protegeria los granos

de polen de la deshidratacion en su trayecto hacia el estigma de una flor.



63

El polen filiforme es claramente una adaptacién al medio marino, se produce en nueve
géneros (Amphibolis, Cymodocea, Halodule, Syringodium, Thalassondendron, Posidonia,
Heterozostera, Phyllospadix y Zostera) de los 13 de pastos marinos (Ackerman, 2006).
Los rasgos particulares del desarrollo varian entre las familias y los géneros. Esta
discusién se enfocara principalmente en las comparaciones del desarrollo del polen

filiforme (ver tabla 4).

En todas las especies de la familia Cymodoceaceae, las células madre de las microsporas
son elipticas al momento de la meiosis (Yamashita, 1976; Pettitt, 1981; Pettitt et al., 1981,
Pettitt, 1984). Para las otras familias con polen filiforme esta caracteristica cambia, por
ejemplo, las células madres de las microsporas de la familia Zosteraceae son filiformes
(Rosenberg, 1901; Pettitt y Jermy, 1975, Stewart y Rudenberg, 1980; en Ackerman,

2006). En la familia Posidoniaceae no se ha estudiado el desarrollo del polen.

La meiosis facilita la recombinacion genética, la cual constituye el evento mas significativo
de la reproduccion sexual, ya que genera variabilidad genética que ayuda a las
poblaciones a soportar las presiones de seleccion natural. Hay dos patrones basicos de
citocinesis para la formaciéon de la tétrada de microsporas: la microsporogénesis de tipo
sucesiva (como ocurre principalmente en monocotiledéneas) y la de tipo simultdnea

(como ocurre principalmente en dicotiledéneas).

La meiosis sucesiva y las tétradas isobilaterales también parecen ser un rasgo
caracteristico de la familia Cymodoceaceae pues se han observado en Thalassodendron
ciliatum (Ducker et al., 1978), Cymodocea nodosa (Emberger, 1960; en Johri, 1984),
Amphibolis antarctica (Ducker et al., 1978), Halodule pinifolia, H. univervis (Yamashita,

1976) y H. wrightii. Los géneros de Zosteraceae, como en Zostera marina (Rosenberg,
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1901 en Johri et al., 1982; Pettitt y Jermy, 1975; Pettitt, 1981) y Phyllospadix torreyi

(Stewart y Rudenberg, 1980), también la presentan y, aun que no se ha estudiado, es
posiblemente los géneros de Posidoniaceae de igual manera generen meiosis sucesiva y

tétradas isobilaterales (Ackerman, 2006).

El tipo de microsporogénesis parece tener un significado sistemético dentro de las
monocotileddneas, pues en la mayoria de ellas se presenta microsporogénesis de tipo
sucesiva. El tipo simultdneo probablemente ha surgido por lo menos seis veces de forma
independiente (Furness y Rudall, 2001). La mayoria de las taxa tempranamente
ramificados como Acorus y las Alismatales, en donde se incluyen las Cymodoceaceae,
presentan microsporogénesis de tipo sucesiva. Los 4 ordenes de Liliode (Pandanales,
Dioscoreales, Liliales y Asparagales) presentan, en su mayoria microsporogénesis
sucesiva, de igual modo en el clado de los Commelinoides predomina el tipo sucesivo,

aunque ambos tipos se presentan en 2 grupos: Arecaceae y Poales (Fig. 26).
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Figura 26. Relacion entre los clados principales de monocotiledéneas y tipo de microsporogénesis que

presentan, con la clasificacion del Grupo de Filogenia de Angiospermas (1998)

La microgametogénesis, que muchos autores refieren como el periodo de mitosis y el
periodo vacuolar, es similar en las especies H wrightii, H. pinifolia, H. univervis, A.
Antarctica y T. ciliatum. Consiste basicamente en una primera mitosis, posterior a la
liberacién de las microsporas de la tétrada, que resulta en la formacion de los nucleos de
la célula vegetativa y la célula generatriz. La formacion de dos vacuolas acomodan la

célula generatriz en la parte apical del polen y al nucleo de la célula vegetativa al centro;



66
una vez dado este acomodo se forma una pared entre las dos células. Muchos autores

sefialan que es dificil determinar el momento en que se divide el nlcleo generatriz. Para
H. pinifolia y H. univervis, Yamashita (1976) sefiala que este se divide posiblemente en el
periodo de maduracion del polen. Pettitt (1980) sefiala que hay tres nulcleos en granos de
polen maduros en anteras de 10 mm de T. ciliatum. En H. wrightii la segunda mitosis del
polen se realiza cuando la célula generatriz estad en la punta del polen, al final de la

microgametogénesis y antes de que comiencen a alargarse el polen.

El alargamiento del polen hasta alcanzar la forma filiforme es posterior a la meiosis en
todos lo miembros de Cymodoceaceae. La familia Zosteraceae también presenta polen
filiforme, sin embargo, su alargamiento se produce antes de la meiosis (Rosenberg, 1901
en Johri et al., 1982; Pettitt y Jermy, 1975). En la familia Posidoniaceae, no se sabe cual
de estos dos tipos de patrones se presenta. El nimero de nucleos en el grano de polen al
momento de la dehiscencia es trinucleado y es constante en las especies de
Cymodoceaceae. Para Zostera, Rosenberg (1901; en Yamashita, 1976) reporta que los
granos de polen al momento de la dehiscencia son binucleados, aunque Kuo y den

Hartong (2006), sefialan que todos los pastos marinos presentan polen trinucleado.

En casi el 70% de las angiospermas, el polen es expulsado de la antera en etapa
bicelular, el 30% restante en etapa tricelular (Marquéz-Guzman, 2011), entre este
porcentaje se encuentran todos los miembros de la familia Cymodoceaceae y otras
plantas, como las de las familias Asteraceae, Caryophyllaceae y Poaceae. El tipo de
polen bi o tricelular esta correlacionado con varias caracteristicas como las que se

muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Cuadro comparativo de diferencias entre polen bi y trinucleado (Tomado de
Marquéz-Guzmén, 2011)

Caracteristica Polen bicelular Polen tricelular
Viabilidad Prolongada Corta
Almacenamiento Facil de almacenar Dificil de almacenar
Germinacion in vitro Relativamente facil Relativamente dificil
Tasa respiratoria Baja Alta
Tipo de | Gametofitica Esporofitica
autoincompatibilidad

Los granos de polen filiforme presentan una delgada capa de calosa entre las células
hermanas de la tétrada en Halodule, Syringodium, Amphibolis y Thalassodendron. Ducker
y colaboradores (1978) mencionan que no hay un desarrollo aparente de la capa de exina
en Amphibolis y Thalassodendron, y Pérez-Pacheco (2010) sefiala que la capa de exina
en Halodule y Syringodium es de escasa a ausente, debido a esto, los granos de polen
son flexibles y ninguno de ellos presenta una ornamentacion visible al MEB a aumentos
menores a 6500x. Sin embargo a aumentos mayores (6500x) A. antarctica presenta
ornamentacion como un patron reticulado con anillos radiales (Ducker et al., 1978). H.
wrightii también presenta una superficie lisa a 5000x aumentos, sin embargo a mayor
aumento (6500x) se observa una ornamentacién verrugosa, que pudieran ser
deposiciones discontinuas de exina (Pérez-Pacheco, 2010). Todos los granos de polen de

los pastos marinos son inaperturados.

El polen inaperturado es comun en las familias de Alismatide (Furness y Rudall, 1998).
Muchos de estos taxa son acuaticos o marinos como los pastos marinos. La exina de su
polen es muy reducida, presumiblemente porque el polen no esta bajo la presién de

desecacion, como es el caso durante su traslado por el aire. En otros 6rdenes como los
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Pandanales, los Dioscoreales, los Liliales y los Asparagales (del grupo de los Liliode)

también se muestran taxa con polen inaperturado y se cree que esta caracteristica ha
surgido numerosas veces de manera independiente (Furness y Rudall, 2001). Dentro de
los Commelinoides el polen inaperturado (omniaperturado) ocurre en algunas
Bromeliaceae (Halbritter, 1992), algunas Xyridaceae (Carlquist, 1960), una especie de
Arecaceae, Pigafetta (Harley, 1996), Hanguana (Linder y Ferguson, 1985) y varios

Zingiberales.

Las vacuolas asi como gran cantidad de almidén en el polen maduro también parecen ser
una caracteristica comun en la mayoria de los pastos marinos, se presenta en todos los
miembros de la familia Cymodoceaceae. La gran cantidad de reservas almacenadas en
un grano de polen podria significar varias cosas: 1 que tarda mucho tiempo en germinar
una vez que llega al estigma; 2 que el tubo polinico tarda mucho tiempo en desplazarse a
través del estilo y llegar al évulo. En ambos casos, el grano de polen tendria que hacer

uso de sus reservas para mantenerse viable.

La microsporogénesis y microgametogénesis son procesos altamente conservado entre
los miembros de la familia Cymodoceaceae (Tabla 4); el desarrollo de H. wrightii es muy
parecido a las especies de Amphibolis, Syringodiuym y Thalassodendron. En H. pinifolia y
H. uninervis, Yamashita (1978), menciona que la microsporogénesis Yy
microgametogénesis no presentan diferencias en las dos especies, por lo que las aborda
como una misma. Esta falta de diferenciaciéon entre H. pinifolia y H. uninervis es apoyada
por Waycott (no publicado; en Waycott et al., 2006) que analiza a H. wrightii, H. pinifolia y
H. uninervis con marcadores nucleares ITS (nrDNA) y desarrollan un filograma de
parsimonia, en el que solo se diferencian dos taxa, uno es H. wrightii y el otro esta

conformado por H. uninervis y H. pinifolia, que no presentan diferencias genéticas entre
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ellas. Les y colaboradores (1997) utilizando trnL (cpDNA) encuentran un traslape

considerable entre las poblaciones de H. wrightii, H. pinifolia y H. uninervis.

Las condiciones y relaciones ecolégicas generalmente estables de los ambientes marinos
podrian explicar porqué las especies de Halodule muestran poca variacion, sin embargo,
la formacién del Istmo de Panama fue un evento de gran impacto que separoé las especies
del Indo-Pacifico y del Atlantico Tropical hace 3 millones de afios, originando la
especiacion entre el Atlantico y el Pacifico tropical. No obstante el largo periodo de
separacién geogréfica, es poca la variacion que se observa entre especies gemelas a
ambos lados del continente (e.g. H. uninervis, Syringodium isoetifolium, Thalassia
hemprichii, del Indo-Pacifico y H. wrightii, Syringodium filiforme, Thalassia testudinum, del
Atlantico tropical, respectivamente). La microsporogenesis y mcrogametogensisi de H.
wrightii son iguales a las descritos por Yamashita (1978) para H. uninervis. Por lo que se
deduce que el desarrollo embrionario de las anteras es un caracter altamente conservado
sin variacién aparente, constituyendo un proceso de adaptaciéon a la vida marina exitosa

gue se ha mantenido casi sin alteracion.
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Tabla 4. Caracteristicas del desarrollo de la parte masculina de diferentes pastos marino con polen filiforme. Los nimeros entre () son los trabajos donde se encuentra
la informacién sefalada y corresponden a la siguiente bibliografia: 1. Ducker et al., 1978; 2. Emberger, 1960, en Johri et al., 1992; 3. Furness y Rudall, 1999; 4.
McConchie y Knox, 1989; 5. Pettitt, 1981; 6. Pettitt y Jermy, 1975; 7. Pettitt et al., 1984; 8. Rosenberg, 1901 en Johri et al., 1992; 9. Stewart y Ridenberg, 1980; 10.
Tomlinson y Posluszny, 1978; 11. Wong R. viva voz; 12. Yamashita, 1976 1 (*en este mismo estudio el autor también revisa H. pinifolia, sin embargo, no encuentra
diferencias entras estas dos especies, por lo que las trata como una misma)

caracterl'glcas



Tabla 4. Continuacion. Caracteristicas del desarrollo de la parte masculina de diferentes pastos marino con polen filiforme
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CONCLUSIONES

+ La morfologia floral de Halodule wrightii esta definida por dos anteras
tetraesporangiadas fusionadas, las cuales estan envueltas por 1 bracteas y 1 hoja
envolvente del tallo.

+ La pared de la antera consta de epidermis, endotecio, dos capas medias y tapete
plasmodial biestratificado. Cada teca presenta una linea de dehiscencia, la cual cuenta
con células de pared delgada en el estomio, que permiten la dehiscencia de la antera.

+ El tapete plasmodial se rompe y queda contenido en el l6culo en etapas muy
tempranas de la antera.

+ El tipo de meiosis es sucesiva y genera tétradas isobilaterales.

+ El desarrollo de las flores masculinas del género Halodule es un proceso muy
conservado, pues el desarrollo de las especies que se han estudiado es similar.

+ El polen maduro es filiforme, trinucleado y con una ligera ornamentaciéon verrugosa.

+ En la antera madura los granos de polen se enrollan sobre si mismos y forman un
grupo compacto acomodado de forma aleatoria.

+ Cada antera de la flor masculina presentan un haz vascular, los cuales se fusionan
en la parte media de la flor.
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Apéndice A

Remocién de mucilago con enzimas

Se realizaron los siguientes pasos:

1. Se lavaron las anteras, previamente fijadas en FAA, con agua desionizada por 1 h.

2. Se mezclé 50ul de Macerex (celulasa/pectinasa) con 100 ml de buffer (amortiguador de
fosfato potasio a pH 7).

3. Se disectaron anteras maduras y se extrajo el polen.

4. Se coloco el polen en un tubo ependorf hasta aproximadamente 0.25ml y se le agregé
1 ml de la solucion (Macerex-buffer) y se incubo a 37°C por 30 min

5. Se centrifugé a 1000 RPM por 3 min para precipitar el polen y tratar de separar la
mayor cantidad de solucion.

6. Se quito la solucién y se remplazo por nueva.

7. Se incubd a 37°C por 15 min.

8. Se centrifugé a 1000 RPM por 3 min para precipitar el polen y tratar de separar la
mayor cantidad de solucion.

9. Se quito la solucion y se enjuag6 con agua desionizada.

10. Las muestras se deshidrataron en serie gradual de alcoholes, se procesaron para

MEB, se observaron y fotografiaron.

El mismo procedimiento fue realizado pero en wuna solucion de Celulasa -
glucosidasa - carboximetil celulasa — glucosidasa — xilanasa (1:1:1:1:1) y buffer de

acetatos a pH>5.
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Apéndice B

Inclusién en LR-White

La inclusién en LR-White se realiz6 como se menciona a continuacion:

1. Deshidrataciéon. Las muestras en FAA se lavaron en agua corriente durante 2 hrs y
posteriormente se deshidrataron en una serie gradual de disoluciones de etanol al 30%,
50%, 70%, 85%, 96% y 100% por 1 h en cada uno.

2. Infiltracién. Las anteras fueron embebidas en 4 concentraciones de LR-White: etanol
100% (1:3, 1:1, 3:1y 1:0) por una hora cada una, después se colocaron en resina de LR-
White al 100% por 24 hrs a 4°C.

3. Inclusion. Las muestras se incluyeron en capsulas de gelatina con LR-White puro y se
colocaron en la estufa a 56°C por 12 hrs para su polimerizacion. Se utilizo el
ultramicrotomo con cuchillas de vidrio para obtener cortes semifinos de 1um de espesor.
Las laminas obtenidas se fijaron y montaron en portaobjetos por medio de calor, y se
tiferon con azul de toluidina. Por udltimo se hizo una seleccion de los mejores cortes y se

fotografiaron con microscopia de campo claro y de contraste de fases.
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Apéndice C

Inclusién en Parafina

La inclusién en Parafina se realiz6 como se menciona a continuacion:

1. Deshidratacion. Las muestras en FAA se lavaron en agua corriente durante 2 hrs y
posteriormente se deshidrataron en una serie gradual de disoluciones de etanol al 30%,
50%, 70%, 85%, 96% y 100% por 1 h en cada uno.

2. Inclusion. ElI material deshidratado se transfirio a una mezcla de xilol-parafina 2:1, xilol-
parafina 1:1 y xilol-parafina 1:2 cada una por un periodo de 12 hrs dentro de una estufa a
una temperatura de 58° C. Después las muestras se pasaron por dos cambios de
paraplast puro durante 24 hrs cada una y se incluyeron en moldes cubicos de metal.

3. Obtencidon de cortes. Se obtuvieron cortes longitudinales y transversales de 8um de
grosor por microtomo de rotacion, los cuales se montaran en portaobjetos. Se observaron
las muestras al microscopio de luz y se escogieron las mejores.

4. Desparafinacion. Los cortes obtenidos se colocaron en la estufa a 58° C durante 30
min. y posteriormente se sometieron a 3 cambios de xilol puro y 1 de xilol-etanol. Por
altimo se hidrataron en una serie de disoluciones etandlicas al 96%, 85%, 70%, 50%,
30%, durante 3 min en cada una y se transfirieron a agua corriente (se hidrata solo a la

concentracion del solvente en que esté preparado el colorante).
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