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RESUMEN

Syringodium filiforme es una especie dioica de angiospermas marinas que se distribuye en
el Gran Caribe. En el presente trabajo se propuso una terminologia para describir las
inflorescencias masculinas de S. filiforme y se describié la micromorfologia del desarrollo
del androceo a traves de microscopia electronica de barrido (MEB) vy la estructura mediante
técnicas anatdmicas. Este estudio se realizd con flores e inflorescencias de individuos
colectados en Puerto Morelos, Quintana Roo, México.

Los resultados muestran que las flores masculinas estan agrupadas en inflorescencias
cimosas y son flores aperiantadas. Las anteras poseen cuatro tecas bisporangiadas y
presentan dehiscencia longitudinal y extrorsa. El analisis de las secciones obtenidas
comprueban que el desarrollo de la pared de las anteras es de tipo basico, el tapete es
plasmodial, la citocinesis es sucesiva y los granos de polen son filiformes.

Esta investigacion complementa trabajos preexistentes sobre la biologia reproductiva de
la especie y sienta las bases para entender la adaptacion de las angiospermas al ambiente
marino y para el desarrollo de estrategias dirigidas a la conservacion de praderas marinas,

actualmente amenazadas por el cambio climético.



1. INTRODUCCION

La microsporogénesis y microgametogénesis son procesos en el desarrollo de érganos y
estructuras reproductivas masculinas en las plantas. Estos procesos relativos a la
reproduccion sexual constituyen el objeto de estudio de la embriologia vegetal y adquieren
relevancia al ser aplicados en el campo de la sistematica, evolucion, ecologia y restauracion
de ecosistemas (Tobe, 1989).

Los pastos marinos son plantas adaptadas al medio acuatico. Son importantes ya que
constituyen un ecosistema que funge como hébitat para etapas juveniles de animales
marinos, participan en el flujo de nutrientes y mejoran la calidad de vida al proveer de
diversos servicios ecosistémicos a las comunidades (Verweij et al., 2008; Unsworth et al.,
2012). Para que estos organismos prevalezcan, la reproduccion sexual es fundamental; ya
que promueve la variabilidad genética, enmascara genes deletéreos y mantiene estables a
las poblaciones (Williams, 1975).

A pesar de la importancia que representa el estudio de la reproduccién sexual, la
informacion que existe sobre el desarrollo de las flores, frutos y semillas de pastos marinos
es incompleta y se carece de estudios recientes. El continuo uso y desuso que se le da a los
términos y estructuras y el uso frecuente de referencias imprecisas o de dificil acceso, han
dificultado la realizacion de estudios comparativos y analisis integrativos en este grupo de
plantas marinas.

Particularmente en la familia Cymodoceaceae, a pesar de que de alguna manera se han
estudiado todos los géneros que la comprenden, la mayoria de las investigaciones se limitan
a describir la morfologia externa de las flores; sin incluir detalles anatémicos ni
informacion sobre el desarrollo.

Siendo aln mas especificos, la problematica que se presenta en el caso de S. filiforme, es
gue se han utilizado términos poco claros para describir las inflorescencias y los trabajos
referentes a la micromorfologia y desarrollo floral no han sido completados.

Con el proposito de sumar informacion relativa a las estructuras reproductoras de pastos
marinos y complementar los trabajos realizados por Cox et. al. (1990) y Tomlinson y
Posluszny (1978), en el presente trabajo se estudié la morfologia, micromorfologia y

desarrollo de las flores masculinas de S. filiforme.



2. ANTECEDENTES

Los pastos marinos son angiospermas adaptadas al ambiente marino. En un principio, se
establecieron cuatro caracteristicas para catalogar a una planta como pasto marino: (i) estar
adaptada a sobrevivir en un medio salino, (ii) desarrollar todo su ciclo de vida
completamente sumergida, (iii) poseer un sistema de anclaje al sustrato que le permita
resistir al oleaje y las corrientes y (iv) presentar polinizacion hidrofila (Arber, 1920). En
trabajos mas recientes, se mencionan tres caracteristicas mas: (i) habitar exclusivamente
ambientes marinos o estuarinos, (ii) presentar hojas especializadas carentes de estomas y
(iii) presentar paredes celulares con polisacéridos sulfatados y otros polisacéridos

reminiscentes de algas (Olsen et al., 2016).

2.1 Importancia de los pastos marinos

Los pastos marinos desempefian un papel fundamental en los ecosistemas marinos debido a
que fungen como productores primarios al convertir la luz solar y el diéxido de carbono en
moléculas organicas aprovechables para otros organismos. También participan activamente
en la formacién de suelo y retencion del sustrato (Widdows et al., 2008); lo que no sélo
acta como habitat para otras especies, sino que constituye una barrera fisica contra
procesos de erosion y fuertes oleajes (Christianen et al., 2013). Ademas, intervienen en el
flujo de oxigeno y captura de carbono y contribuyen como fuente de alimento y refugio de
animales juveniles y adultos (Verweij et al., 2008; Yarbro y Carlson, 2008; Unsworth et al.,
2012; Howard et al., 2014). En las poblaciones de pastos marinos, se encuentra una gran
diversidad de organismos; como hidrozoarios, esponjas, crustaceos, moluscos,
protozoarios, equinodermos, poliquetos y hasta microorganismos degradadores, como algas
y diatomeas. Aunado a éstos, convergen también animales transitorios que ramonean en las
praderas; como tortugas, manaties, dugongos, rayas y tiburones (Romeu, 1996).

Las praderas de pastos marinos también proveen servicios ecosistémicos econémicos y
culturales. Varias de las especies que habitan en ellas representan la principal fuente de
ingreso de algunas comunidades, son parte del atractivo turistico del lugar y fomentan un
sentido de pertenencia y cuidado del ambiente en la poblacion (Di Carlo y McKenzie,
2011).
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2.2 Taxonomia y distribucion

A nivel mundial, se reportan aproximadamente 72 especies de pastos marinos,
pertenecientes a 13 géneros y 6 familias (Short et al., 2011). Recientemente se describio
una nueva especie del género Ruppia, R. mexicana, por lo que el nimero actualizado de
especies de pastos marinos es de 73 (den Hartog et al., 2016).

Las angiospermas marinas forman un grupo funcional, no sistematico, por lo que las
especies que lo representan estdn agrupadas en diferentes familias, sin tener que estar
estrechamente relacionadas filogenéticamente. Pertenecen a las familias Hydrocharitaceae
(con los géneros Enhalus, Halophila y Thalassia), Posidoniaceae (genero Posidonia),
Cymodoceaceae  (géneros  Amphibolis, Cymodocea, Halodule, Syringodium vy
Thalassodendron), Ruppiaceae (género Ruppia), Zosteraceae (géneros Zostera y
Phyllospadix) y Zannichelliaceae (género Lepilaena); todas dentro del orden Alismatales en
el clado de las monocotileddneas (APG 1V, 2016). Analisis filogenéticos realizados con las
secuencias rbcL y trnL del cloroplasto han puesto en evidencia que los pastos marinos
forman un grupo polifilético con al menos tres origenes evolutivos diferentes (Les et al.,
1997; Procaccini et al., 1999; Li y Zhou, 2009) [Fig. 1].

Los pastos marinos se distribuyen ampliamente en casi todo el mundo, siendo el sureste
Asidtico y el suroeste Australiano los centros de mayor diversidad (Spalding et al., 2003).
Se establecen sobre fondos arenosos o lodosos en la zona intermareal y hasta profundidades
cercanas a los 50 m (Borg, Micallef y Schembri, 2006). En lugares cercanos a la playa, con
poca profundidad, crecen en forma de praderas densas; mientras que, en aguas profundas,
se distribuyen en parches pequefios y escasos (van Tussenbroek et al., 2010). Son
organismos que se reproducen de manera sexual y asexual; y aunque predomina la segunda,
la reproduccién sexual juega un papel importante en el mantenimiento de las poblaciones y
la variabilidad genética (van Tussenbroek et al., 2009).

En México, se encuentran cuatro familias (Cymodoceaceae, Hydrocharitaceae,
Ruppiaceae y Zosteraceae), representadas por 7 géneros de pastos marinos; Halodule,
Syringodium, Halophila, Thalassia, Ruppia, Zostera y Phyllospadix (Romeu, 1996; den
Hartog et al., 2016).
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2.3 Familia Cymodoceaceae

La familia Cymodoceaceae, a la cual pertenece S. filiforme, se caracteriza por incluir
plantas unisexuales, con tallo simpodial, con hojas de tres 0 mas nervaduras paralelas, con
numerosas células con taninos, flores solitarias, en pares o en inflorescencias en cimas o
tirsos, aperiantadas, flores masculinas con dos anteras, polen filiforme y flores femeninas
con dos ovarios con uno, dos o tres estilos filiformes (Mabberley, 1997; den Hartog y Kuo,
2006).

La familia esta integrada por 17 especies aceptadas, que se distribuyen en cinco géneros:
Amphibolis, Cymodocea, Halodule, Syringodium y Thalassodendron (Short et al., 2011;
The Plant List, 2013). En México se encuentran tres especies: Halodule beaudettei,

Halodule wrightii y Syringodium filiforme (Ramirez, 2013).
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Figura 1. Cladograma basado en secuencias del gen rbcL y caracteres morfolégicos. Muestra
las relaciones filogenéticas dentro del orden Alismatales. Tomado de Liy Zhou, 2009
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2.4 Syringodium filiforme Kiitzing

Syringodium filiforme es una planta marina dioica, con brotes dimorficos e inflorescencias
cimosas, al menos en alguna etapa del desarrollo. La flor femenina se caracteriza por ser
aperiantada, bicarpelar unilocular, con dos estigmas filiformes sin papilas y un 6vulo (Cox
etal., 1990).

La flor masculina presenta anteras con numerosas células con taninos, cuatro pares de
microsporangios cubiertos por bréacteas, dehiscencia longitudinal y polen filamentoso
(Tomlinson y Posluszny, 1978).

Se distribuye en el Gran Caribe®, desde Florida hasta Venezuela, incluyendo el Golfo de
México, el Mar Caribe y las Bermudas [Fig. 2] (Short et al., 2010). S. filiforme se encuentra
restringida a la zona submareal, principalmente a bajas profundidades, entre 0.5y 10 m. Sin

embargo, se puede encontrar hasta los 18 m (Phillips y Mefiez, 1988).

Figura 2. Distribucion de Syringodium filiforme. Tomado de Short et al., 2010.

1EIl Gran Caribe es una region del Atlantico occidental que comprende el Golfo de México, el Mar Caribe, las Bermudas y el litoral del
norte de Brasil (Salazar-Vallejo, 2000).
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2.5 Desarrollo y morfologia del androceo en la familia Cymodoceaceae

En lo referente a estudios sobre anatomia y desarrollo del androceo en la familia
Cymodoceaceae, existen publicaciones sobre morfologia floral de Cymodocea serrulata,
C.nodosa, Halodule wrightii, Amphibolis antartica, A. griffithii, Thalassodendron ciliatum
y T. pachyrizhum. So6lo se han incluido estudios anatomicos en el caso de Amphibolis
(McConchie, Ducker y Knox, 1982), Halodule (Gémez, 2011) y Thalassodendron (Ducker,
Pettitt y Knox, 1978; Kuo y Kirkman, 1987). De estos ultimos, s6lo en Amphibolis y
Halodule se ha descrito la formacion del grano de polen [Tabla 1].

Refiriéndose especificamente a S. filiforme, existen investigaciones sobre la morfologia
general del fruto, semilla y germinacion (McMillan, 1981; 1983; McMillan y Bragg, 1987)
y so6lo una referencia sobre la morfologia de los érganos reproductivos y la polinizacion
(Cox et al., 1990). Un antecedente mas reciente corresponde al trabajo de Guzman-Trampe
(2009), sobre el desarrollo del fruto y la semilla, banco de semillas y germinacion.

En cuanto a trabajos anatomicos y micromorfologicos referentes a la morfologia y al
desarrollo de las flores, se cuenta con la investigacion de Tomlinson y Posluszny (1978).
En dicho trabajo, se describe la morfologia de las flores desde etapas tempranas y se
concluye que el término “flor” en la familia Cymodoceaceae se ha utilizado para referirse a
las estructuras individuales asociadas a bracteas especializadas. Ademas, se propone que de
las especies que conforman a dicha familia, Syringodium filiforme es la que muestra menos
evidencia de que el androceo esté conformado por dos anteras fusionadas y retoma la
sugerencia de den Hartog (1970) al decir que, de ser cierto que son dos anteras las que estan
involucradas, entonces el eje que las une no es un filamento? sino un pedicelo®. También se
advierte la presencia de un “perianto vestigial” en la flor masculina, y se propone como
evidencia de que existe una “flor verdadera”. Por ultimo, advierte sobre la necesidad de
realizar estudios anatomicos y morfologicos adicionales que permitan un mejor
entendimiento sobre el desarrollo y biologia reproductiva de la especie. En este contexto se

inscribe la presente investigacion.

2 Filamento: la parte estéril del estambre que sostiene la antera (Moreno, 1984).
% Pedicelo: soporte individual de una flor que forma parte de una inflorescencia (Moreno, 1984).
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Tabla 1. Morfologia del androceo en la familia Cymodoceaceae (Hv= haz vascular, Me= microsporangio, * = sin informacion).

Género
(especie estudiada)

Cymodocea
(C. serrulata y C. nodosa)

Halodule
(H. wrightii)

Thalassondendron
(T. pachyrizhum)

Amphibolis
(A. antartica y A. griffithii)

Syringodium
(S. isoetifolium y S. filiforme)

No. de anteras

C. serrulata: Dos anteras

Dos anteras

2 fusionadas con un

2 fusionadas con apéndices

con dos tecas unidas en un fusionadas apéndice terminal terminales
mismo nivel
C. nodosa: una antera con
dos sacos polinicos unidos
por un conectivo
No. de * 4 4 16culos por antera 4 16culos por antera 4 pares
Microsporangios
Tipo de fusion de Unidas a la misma altura Unidas a Lateral Lateral *
las anteras diferentes
alturas
Un haz vascular que se divide
Haz vascular * Dos Un haz vascular que se en 2. Los 4 l6culos rodean un *
independientes extiende desde la base de haz vascular.
que se fusionan la flor, se bifurca a la
en algun punto altura de la bractea més
interna. Los 4 l6culos
rodean un haz vascular.
Bréacteas * Una bréactea que De 4 a 6, con vaina 'y * Dos por flor
cubre a las ldmina, alternadas, todas
anteras por excepto la més interna
completo presentan ligula. La ultima
encierra la inflorescencia
(2 flores)
Flor Flor solitaria Flor solitaria Inflorescencia con 2 flores Inflorescencia con 2 flores Inflorescencia cimosa
Polen Filiforme Filiforme Filiforme, enrollado, sin Filiforme, enrollado Filiforme
exina
Tipo de tétrada * Isobilateral * Isobilateral *
Referencias Caye y Meinesz, 1985 Gomez, 2011 Kuo y Kirkman, 1987 Ducker, Petit y Knox, 1978 Tomlinson y Posluszny, 1978

den Hartog y Kuo, 2006
Kirkman, 1975

McConchie, Ducker y Knox,
1982
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3. OBJETIVOS

3.1 General:

Describir el desarrollo de la flor masculina de Syringodium filiforme.

3.2 Particulares:
- Definir el tipo de desarrollo que presenta la pared de la antera.
- Definir el tipo y tiempo de persistencia del tapete.

- Describir la microsporogénesis y microgametogénesis.

- Proponer terminologia para describir las inflorescencias masculinas de S. filiforme.
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4. ZONA DE COLECTA

La colecta del material biologico se llevé a cabo entre los afios 2002 y 2007 en las
instalaciones de la Unidad Académica de Sistemas Arrecifales del Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México; en Puerto Morelos,
Quintana Roo, México [Fig. 3]. El sitio de muestreo forma parte de la Laguna Arrecifal de
Puerto Morelos, que a su vez pertenece al Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos, en
el Caribe Mexicano. El clima de la region es calido subhimedo, con temporadas de lluvias
marcadas, con una temperatura promedio de 26.3 °C. El trabajo de campo se realizé en la
franja litoral, la cual presenta sustrato arenoso de origen calcareo y praderas marinas

dominadas por Thalassia testudinum y Syringodium filiforme.
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Figura 3. Zona de colecta. Tomado de Google, INEGI, 2018.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras de flores masculinas de S. filiforme fijadas en FAA
(formaldehido/etanol 96%/acido acético/agua destilada, 2:10:1:7), colectadas entre 2002 y
2007 en Puerto Morelos, Quintana Roo, México. El tratamiento inicial de las muestras
consistié en remover el exceso de sal y arena con agua y deshidratar el material
gradualmente hasta etanol al 70% (30% y 50%, una hora en cada etanol). Posteriormente,
las inflorescencias fueron disectadas bajo el microscopio estereoscopico, removiendo las

bracteas de cada flor.

Habiendo concluido la diseccion del material, se llevaron a cabo las siguientes técnicas

histoldgicas y micromorfoldgicas (Lopez et al., 2005; Marquez-Guzman et al., 2016):

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para conocer la morfologia externa durante el desarrollo de las flores masculinas, el
material que fue disectado se deshidratd gradualmente hasta etanol absoluto (85%, 90%,
100%, 100%; una hora en cada concentracion). Enseguida, se colocd en bolsas de papel
cebolla y fue desecado a punto critico con CO, en una desecadora Emitech K850. Una vez
desecadas, las flores se montaron en portamuestras con cinta de carbono con pegamento
doble cara para después ser cubiertas con oro en una ionizadora Quorum Q150R ES.
Posteriormente, se observaron en el microscopio electrénico de barrido HITAHI SU1510 y

se obtuvieron fotomicrografias.

Técnicas histoldgicas

Se obtuvo la longitud de cada flor masculina (mm), midiendo desde la base hasta el
apice de las tecas. Se establecieron las siguientes categorias: 1 [0, 0.7), 2 [0.7, 1.4), 3 [1.4,
2.2), 4 [22,29) y 5 [29, ) y 6 [anteras dehiscentes]. Las anteras clasificadas en
categorias fueron deshidratadas gradualmente en etanol (85%, 90%, 100%, 100%; una hora
en cada concentracion). Subsecuentemente, fueron infiltradas con mezclas de LR-White -
etanol absoluto 1:3, LR-White - etanol absoluto 1:1 y LR-White - etanol absoluto 3:1 (dos
horas en cada mezcla). Posteriormente, fueron embebidas durante 24 horas en LR-White
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puro. La inclusion del material en LR-White se realizé utilizando cépsulas de gelatina; la
polimerizacion se llevé a cabo en ausencia de oxigeno y a 56 °C durante 12 horas. Se
realizaron cortes semifinos de 0.5 - 1 pum con un ultramicrotomo RMC-MT 990, utilizando
cuchillas de vidrio.

Las secciones obtenidas fueron tefiidas con azul de toluidina 0.5%, las preparaciones
fueron montadas con Entellan y observadas al miscroscopio Optico. Se realizaron
micrografias con un fotomicroscopio Olympus Provis AX70. A pesar de que inicialmente
se definieron seis etapas, éstas Gnicamente tuvieron relacion con las primeras y las ultimas
etapas del desarrollo. Es decir, las etapas de desarrollo no van en funcion de la longitud de

la flor, por lo que no se tomaron en cuenta para realizar las descripciones.
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6. RESULTADOS

6.1 Descripcion de la inflorescencia masculina

Syringodium filiforme presenta inflorescencias determinadas con arquitectura cimosa de
origen axilar. A partir de la zona axilar de cada rama principal se deriva a su vez otra rama,
de tal manera que se forma una inflorescencia compuesta [Figs. 4a, 5a].

Las flores masculinas estan agrupadas en pares (cada flor se origina en la zona axilar de
la anterior), cada par esta cubierto por una bractea (bractea de primer orden) [Figs. 4b, €].
Debajo de esta primera bractea existe una segunda (bréctea de segundo orden), que se
encuentra presente s6lo en una de las dos flores del par; generalmente en la que se
encuentra hacia la periferia de la inflorescencia [Figs. 4c, d y 5b, c] . De manera individual,
cada flor estd envuelta por una - en ocasiones dos - bracteas de tercer orden [Fig. 4e].

Las bracteas de primer y tercer orden son de ovadas a ampliamente ovadas,
frecuentemente asimétricas, de 7.4 a 12.6 (21) mm de largo por 4.6 a 8 mm de ancho, con
aristas saliendo de la escotadura apical, base truncada y margenes enteros; son glabras y se
unen al pedicelo de forma decurrente [Fig. 4e]. Las bracteas de segundo orden son
obovadas, frecuentemente asimétricas, de 4 a 5.6 mm de largo por 3.4 a 4.5 mm de ancho,
con apices de retusos a obcordados, base truncada y margenes enteros; son glabras y su
forma de insercion es sésil [Figs. 4c, d y 5b, c].

Las flores masculinas de S. filiforme son aperiantadas. El androceo esta constituido por
anteras dorsifijas con cuatro tecas biesporangiadas; es decir, ocho microsporangios
[Figs. 4f, 5d].
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Figura 4. Inflorescencia masculina de Syringodium filiforme.

a. Inflorescencia masculina. b. Par de flores masculinas cubiertas por bracteas de primer y tercer orden. C. Par
de flores masculinas cubiertas por brécteas; la bractea de primer orden fue removida. El asterisco (*) destaca la

presencia de una bractea de segundo orden. d. Bractea de segundo orden. €. Bractea de primer y tercer orden.
f. Flor masculina sin brécteas.
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Figura 5 . Morfologia de la inflorescencia masculina de Syringodium filiforme.

a. Vista lateral de la inflorescencia masculina. b. Inflorescencia masculina sin bracteas. Se muestran tres
flores en diferentes etapas de desarrollo. C. Base de la inflorescencia, vista lateral. La flecha indica el punto
de insercion de las ramas de la inflorescencia. d. Flor masculina, vista lateral. No hay perianto.

Br,= bracteas de primer orden, Br,= bracteas de segundo orden, t = teca.




6.2 Desarrollo del androceo con MEB

El desarrollo del androceo comienza con un primordio floral ovoide compacto, cubierto por
bréacteas [Fig. 6a]. En la segunda etapa, se observa que el primordio se alarga y se ensancha
Y que, junto con éste, la bractea que lo cubre de manera frontal, lo hace también [Figs. 6b,
¢, d]. Posteriormente, la zona apical del primordio se aplana [Figs. 6e, f] y los extremos
laterales se expanden, formando dos I6bulos. Durante el desarrollo de estos lobulos, se
observa que uno de ellos se muestra mas elongado y de mayor tamafio que el otro, lo que
indica que su desarrollo es asimétrico [Figs. 7a, b].

Ulteriormente, se presentan invaginaciones en los dos lobulos, quedando ambos
bilobados. Dichos plegamientos se van haciendo més marcados, hasta que se obtiene como
resultado cuatro l6bulos que se distinguen claramente [Figs. 7c, d]. Mas tarde en el
desarrollo, esos cuatro l16bulos formaran cada una de las tecas de la flor.

Durante ese proceso, los cuatro I6bulos comienzan a elongarse y a elevarse sobre un eje
vertical; contrastando con la zona del centro, que permanece plana [Figs. 7e, f].
Posteriormente, estas cuatro estructuras se muestran protuberantes y bien definidas,
pudiendo distinguir entre éstas y el tejido conectivo que las une. A pesar de que las tecas ya
se observan definidas, unas parecen mas desarrolladas que otras; ademas de que su tamarfio
no es proporcional con el tamafio del conectivo, pues se ven pequefias a comparacion de
éste [Fig. 7g]. De manera subsiguiente, las tecas seguiran en crecimiento, hasta llegar a ser
proporcionalmente méas grandes que el conectivo [Figs. 7h, 8a].

En una etapa méas avanzada, las lineas de dehiscencia comienzan a hacerse visibles en
cada teca [Fig. 8b], las cuales empiezan a tomar una forma fusiforme con los apices
redondeados; el conectivo que las une queda a la mitad, no aparece en el apice de los
I6bulos [Fig. 8c]. Mas tarde, la linea de dehiscencia queda bien definida y el pice de las
tecas es agudo [Fig. 8d].

Consecutivamente, se alcanza a distinguir una estructura que eleva a las tecas y que
queda oculto por el crecimiento de ellas; es decir, que no sobresale. Posiblemente se trate
de un filamento [Figs. 8e, f]. Finalmente, las tecas se abren por las lineas de dehiscencia,
pudiéndose observar granos de polen filiformes que salen agrupados. La dehiscencia es
longitudinal y extrorsa, ya que no se produce hacia el eje floral, sino hacia el exterior [Figs.
8g, h].
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Figura 6. Ontogenia de la flor masculina de Syringodium filiforme (MEB).

a. Primordio floral compacto. b. Primordio floral elongando. c. Vista superior, la bractea frontal
también se elonga. d. Primordio alargado, la bractea frontal fue removida. e. Vista frontal del
primordio, la zona apical se observa plana. f. Zona apical del primordio. Br= bractea, P, = primordio
floral.
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Figura 7. Ontogenia de la flor masculina de Syringodium filiforme (MEB).

a. Primordio con dos Idbulos en formacion, vista lateral. b. Desarrollo diferencial en l6bulos del
primordio. C. Lobulos bilobados, vista lateral. d. Primordio con cuatro I6bulos, vista superior.

€. Lébulos del primordio elongando en un eje vertical, vista apical. f. Lobulos del primordio
elongando en un eje vertical, vista frontal. g. Vista apical de la flor, ya se distinguen las tecas y el
tejido conectivo. h. Vista apical de la flor. Se observa que las tecas se expanden més que el
conectivo. Br=bréctea, L= I6bulo, P, = primordio floral, t=teca, Tc = tejido conectivo.
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Figura 8. Ontogenia de la flor masculina de Syringodium filiforme (MEB).
a. Vista lateral de la flor en donde se observa que las tecas son proporcionalmente mas grandes
que el conectivo. b. Flor en una etapa temprana del desarrollo, la linea de dehiscencia
comienza a ser visible en cada teca. c. Vista lateral de la flor, la linea de dehiscencia ya es
evidente. d. Flor en una etapa avanzada del desarrollo, el apice de las tecas es agudo y la linea
de dehiscencia estd bien definida. e, f. Vista lateral de una flor en etapa avanzada del
desarrollo, se distingue una estructura que eleva a las tecas; posiblemente un filamento.

g. Anteras dehiscentes, se observan masas de granos de polen. h. Acercamiento a los granos de
polen; se observa que son filiformes. f= filamento, Ld= linea de dehiscencia, P= polen, t= teca,
Tc =tejido conectivo.
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6.3 Desarrollo de la pared de la antera

En las primeras etapas del desarrollo de la flor masculina, se observa una masa de células
meristematicas delimitada por una capa uniestratificada de protodermis [Figs. 9b, c]. Esta
capa se diferencia posteriormente en una capa epidérmica monoestratificada que presenta
abundantes celulas con taninos.

Las células que subyacen a la epidermis (células arquesporiales), se dividen
periclinalmente, dando origen a la capa parietal primaria y células esporégenas. Las células
de la capa parietal primaria se dividen de igual forma, dando origen a las capas parietales
secundarias interna y externa [Fig. 9d]. Posteriormente, las divisiones periclinales de la
capa parietal secundaria externa forman el endotecio y una de las capas medias; mientras
que la division de las células de la capa parietal secundaria interna da origen a una segunda
capa media y al tapete [Fig. 9e].

Finalmente, los estratos de la pared de la antera de Syringodium filiforme quedan
definidos de la manera siguiente: epidermis monoestratificada, endotecio formado por una
sola capa, capa media con dos a tres estratos y un tapete multiestratificado (entre tres y
cuatro estratos) [Figs. 10b, c, d].

Las células epidérmicas se mantienen durante todo el desarrollo de la antera. Dichas
células presentan inclusiones de taninos, los cuales son sintetizados tempranamente -desde
el momento en que las tecas estan diferenciadas una de otra- y se mantienen hasta la
dehiscencia de las anteras [Fig. 10c].

Las células del endotecio se observan rectangulares en corte transversal (algunas de ellas
se deforman por la presencia de células taniniferas en la epidermis, que ejercen presion
sobre ellas), con nlcleos evidentes, pero citoplasma inconspicuo en las primeras etapas de
desarrollo [Figs. 10c, d]. Después de la meiosis de las células madres de las microsporas, en
las etapas en las que los granos de polen comienzan a elongarse, las células del endotecio
presentan granulos de sustancias de reserva [Fig. 12d]. El endotecio no presenta
engrosamientos de la pared en ninguna etapa del desarrollo.

Las células de las capas medias también se observan rectangulares en corte transversal,
pero mas delgadas que las del endotecio; los nlcleos son evidentes, pero el citoplasma es
inconspicuo [Fig.10d]. Al igual que en el endotecio, algunas de las células presentan

granulos con sustancias de reserva durante las etapas posteriores a la meiosis [Fig. 12d].
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Las células que conforman las capas medias son persistentes; no degeneran aun cuando los
granos de polen ya se hayan elongado [Figs. 14c, d].

En cuanto a las células del tapete, en las primeras etapas del desarrollo se observan
cubicas, con nucleos y citoplasma conspicuos [Fig.10d]. En etapas posteriores, estas células
se alargan y comienzan a degenerar, los protoplastos quedan libres en el l6culo de la antera
y rodean a los microsporocitos [Figs. 11d, 12d, 13d]; lo que sugiere la presencia de un
tapete tipo plasmodial o ameboideo.

6.4 Microsporogénesis y microgametogénesis

Las células subepidérmicas que conforman el tejido arquesporial en las primeras etapas, se
dividen mitéticamente y aumentan su tamafio, diferenciandose asi en células madre de las
microsporas; el nucleo y el citoplasma se hacen evidentes. Durante esta etapa, la mayoria
de las células que conforman el tapete se encuentran integras [Figs. 10c, d].

Una vez que va a iniciar la meiosis, las células madre de la microspora se rodean de una
pared de calosa, aislandose entre si y del tapete. Después de la primera division meidtica, se
logran observar grupos de dos células separadas por una pared gruesa; a los cuales se les
conoce como diadas. Las dos celulas que conforman la diada pasardn por una segunda
division meidtica, formando asi una tétrada de microsporas. Durante este proceso, las
paredes de las células del tapete se observan mayormente degeneradas; con el contenido
citoplasmatico vertido hacia el I6culo de la antera [Figs. 11b, c, d].

Posteriormente, las microsporas que conforman las tétradas se separan, dando lugar a
granos de polen jévenes [Figs. 12b, ¢, d]. Enseguida, por medio de divisiones mitéticas, se
generan dos células en cada grano de polen: una célula vegetativa y una célula generatriz.
Ademas, los granos de polen comienzan a elongarse [Figs. 13b, ¢, d]. Las células del tapete
han degenerado por completo.

En una dltima etapa, los granos de polen crecen, se elongan y se vuelven filiformes, los
restos del tapete han desaparecido y el septo que separa a los dos microsporangios queda
notablemente adelgazado [Figs. 14b, ¢, d]. Finalmente, el septo se rompe, las células del
estomio se degradan y los granos de polen filiformes entrelazados son liberados al exterior

[Figs. 15a, b, c, d]. La dehiscencia de las anteras es longitudinal y extrorsa.
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Figura 9. Desarrollo de la pared de la antera de Syringodium filiforme.
a. Flor masculina en una etapa temprana del desarrollo. b. Seccion longitudinal de la flor, vista panoramica. c. Seccion longitudinal de una teca durante

las primeras etapas de diferenciacién. d. Seccién transversal de la pared de la antera. La flecha sefiala divisiones periclinales en las células
subepidérmicas. e. Seccion transversal de una de las tecas. Las flechas y 6valos sefialan divisiones periclinales en las capas parietales. A= antera,
Ar= células arquesporiales, Br= bréctea, Cps, = capa parietal secundaria externa, Cps; = capa parietal secundaria interna, Pd= protodermis.
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Figura 10. Desarrollo de la pared de la antera de Syringodium filiforme.

a. Flor masculina en una etapa temprana del desarrollo. b. Seccién transversal de la flor, vista panordmica. ¢. Seccion transversal de una de las
tecas, microsporangios en etapa de células madre de las microsporas. d. Acercamiento a las células madre de las microsporas y a la pared de la
antera. Cm= capas medias, CMm= células madre de las microsporas, En= endotecio, Ep= epidermis, HV= haz vascular, Me= microsporangio,
S= septo, Ta= taninos, Tp= tapete.
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Figura 11. Desarrollo de la pared de la antera y formacion del grano de polen en Syringodium filiforme.

a. Flor masculina. b. Seccion transversal de la flor, vista panordmica. c. Seccion transversal de una de las tecas, se observan diadas dentro de
los microsporangios. d. Acercamiento a las diadas y a la pared de la antera. Cm= capas medias, CMm= células madre de las microsporas,

D= diada, En= endotecio, Ep= epidermis, Es= estomio, Me= microsporangio, S= septo, Ta= taninos, Tp= tapete.
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Figura 12. Desarrollo de la pared de la antera y formacion del grano de polen en Syringodium filiforme.

a. Flor masculina. b. Seccion transversal de la flor, vista panoramica. c. Seccion transversal de una de las tecas, se observan granos de polen
jévenes dentro de los microsporangios. d. Acercamiento a la pared de la antera y granos de polen. Algunos de estos Ultimos, se estan
elongando. Cm= capas medias, En= endotecio, Ep= epidermis, Es= estomio, HV= haz vascular, Me= microsporangio, P=polen, S= septo.
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Figura 13. Desarrollo de la pared de la antera y formacion del grano de polen en Syringodium filiforme.

a. Flor masculina en una etapa avanzada del desarrollo. b. Seccion transversal de una de las tecas de la flor, vista panoramica. c. Seccién
transversal de una de las tecas, se observan granos de polen jévenes dentro de los microsporangios. d. Acercamiento a la pared de la antera
y granos de polen bicelulares. Cm= capas medias, En= endotecio, Ep= epidermis, Es= estomio, Me= microsporangio, P=polen, S= septo.
Las flechas sefialan granulos de sustancias de reserva.
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Figura 14. Septo y granos de polen de Syringodium filiforme en etapas avanzadas de desarrollo.

a. Flor masculina en una etapa avanzada del desarrollo. b. Seccidn transversal de la flor, vista panoramica. c. Seccion transversal de una de
las tecas, se observan granos de polen filiformes dentro de los microsporangios y el septo adelgazado. d. Acercamiento a la pared de la
antera y granos de polen. Cm= capas medias, En= endotecio, Ep= epidermis, Es= estomio, Me= microsporangio, P=polen, S= septo.
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Figura 15. Dehiscencia en Syringodium filiforme.

a. Antera dehiscente. b. Seccidn transversal de la flor, vista panoramica. ¢. Seccion transversal de una de las tecas, se observan granos de polen
filiformes saliendo de los microsporangios debido a la ruptura del estomio. d. Acercamiento a la pared de la antera y granos de polen.

Cm= capas medias, En= endotecio, Ep= epidermis, Me= microsporangio, P=polen, S= septo.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se describieron los cambios morfoldgicos externos a lo largo del
desarrollo de la flor masculina de Syringodium filiforme, a través de fotomicrografias de
microscopia electronica de barrido (MEB). Asi mismo, se describieron los procesos de
microsporogenesis y microgametogénesis a partir de cortes histoldgicos.

De acuerdo a la forma en la que fueron presentados, los resultados se discuten a

continuacion:

7.1 Descripcion de la inflorescencia masculina y desarrollo del androceo
Syringodium filiforme presenta inflorescencias axilares que han sido reportadas como
inflorescencias cimosas (den Hartog y Kuo, 2006). Como término botanico, una cima es
una inflorescencia definida, en la que la flor terminal es la primera en desarrollarse
(Moreno, 1984; Valencia et al., 2012). Sin embargo, el desarrollo de la inflorescencia de S.
filiforme ha sido descrito como acropétalo (Cox, EImqvist, Tomlinson, 1990), que es un
término que se refiere a que la inflorescencia se desarrolla desde la base hacia el apice.
Dicho patrén de desarrollo la convertiria entonces en una inflorescencia indefinida, que por
lo tanto no podria ser clasificada como inflorescencia cimosa. Esta discordancia ha dado pie
al uso de términos poco claros en algunos trabajos, como “inflorescencia esencialmente
cimosa” o “ inflorescencia superficialmente paniculada” (Tomlinson y Posluszny, 1978).

En el presente trabajo se resolvié dicha discordancia utilizando como indicador que cada
flor de la inflorescencia surge a partir de la axila de una flor anterior (Fig.7h). Tomando en
cuenta s6lo una de las dos ramas y considerando que la primera flor en desarrollarse es el
eje principal y que de ahi surgen el resto de las flores, entonces estariamos hablando de una
cima de tipo monocasio. Ahora bien, siendo que la inflorescencia comprende dos ramas y
usando como referencia el punto de insercion en la base de la misma, se resuelve que una
de las dos ramas representa el eje principal y es la primera en desarrollarse; mientras que la
rama adyacente - al igual que las flores de cada rama individual- se desarrolla después. Por
lo tanto, se propone que la inflorescencia de S. filiforme es una cima compuesta de tipo

monocasio de monocasios.
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Con referencia a la flor como unidad, se ha reportado que las flores masculinas en la
familia Cymodoceaceae presentan dos anteras dorsalmente connadas (den Hartog y Kuo,
2006). En Halodule, esta hipdtesis es apoyada porque las anteras se fusionan a diferente
nivel, ademas de que secciones histologicas demuestran que cada antera de la flor presenta
un haz vascular, los cuales se fusionan en el conectivo (Gémez, 2011). En Amphibolis y
Thalassodendron, la evidencia de dos anteras estd representada por la presencia de
apéndices terminales en las anteras y un haz vascular que se divide en dos, cada uno de los
cuales queda rodeado por los cuatro microsporangios de cada antera (Ducker, Petit y Knox,
1978; Kuo y Kirkman, 1987). En contraste con los géneros mencionados, Tomlinson y
Posluszny (1978) sugieren que Syringodium muestra poca evidencia de fusion de anteras y
refieren la propuesta de Markgraf (1936) — quien considera a cada grupo de cuatro
microsporangios como una flor — y den Hartog (1970), que sugirié que de ser dos anteras,
el eje que las une seria un pedicelo y no un filamento (citado por Tomlinson y Posluszny,
1978).

A partir de la morfologia externa, se puede sugerir que la estructura que sostiene a las
tecas es un filamento; pues de ser un pedicelo, deberiamos ser capaces de apreciar una
estructura que corresponda al receptaculo, y no es asi. Asi mismo, analizando la
micromorfologia, se podria descartar que cada grupo de cuatro microsporangios (dos tecas)
constituyan una flor, pues se observa que los ocho microsporangios (cuatro tecas) se
originan a partir de un solo meristemo. Sin embargo, hay trabajos que muestran que a partir
de un solo meristemo, puede tener origen una inflorescencia completa (Landrein y Prenner,
2013). Desde otro punto de vista, se plante6 analizar el nimero de haces vasculares
presentes, y determinar su origen para asi poder establecer si hay algin indicio de fusion de
anteras; tal como Gomez (2011) lo reporta para Halodule. Sin embargo, los cortes no
revelan claramente el numero de haces vasculares ni su origen. Se propone analizar la
ontogenia de la flor, incluyendo las bracteas que la cubren, de tal forma que se llegue a una
conclusion basada en el origen y numero de brécteas, asi como la presencia de posibles

remanentes del perianto.
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7.2 Desarrollo de la pared de la antera

Una caracteristica notoria de la pared de las anteras de Syringodium filiforme es la
presencia de taninos en la epidermis. Esta particularidad ha sido reportada como un
mecanismo de defensa contra la herbivoria, proteccion contra los rayos ultravioleta y como
barrera contra infecciones fungicas y bacterianas (McMillan, 1984; Vergeer y Develi, 1997,
Arnold y Targett, 2002). La presencia de taninos en la epidermis es una condicion que
también ocurre en Halodule, de la familia Cymodoceaceae (Gémez, 2011) y en
Posidoniaceae, otra familia que contiene especies de pastos marinos (Ma et al., 2012).

En cuanto a las capas subepidérmicas, en S. filiforme, la capa parietal secundaria externa
da origen al endotecio y a un estrato de la capa media y la capa parietal secundaria interna
origina otro estrato de la capa media y el tapete. De acuerdo a la clasificacion de Davis
(1996), este patron de desarrollo de la pared de la antera corresponde al tipo basico. Dentro
de la familia Cymodoceaceae, este mismo tipo de desarrollo ha sido reportado para
Halodule wrightii (Gomez, 2011). En contraste, Davis (1996) reporta que, en la familia
Hydrocharitaceae, el tipo de desarrollo es monocotileddneo.

Cuando la antera ya esta diferenciada, la primera capa debajo de la epidermis es el
endotecio, que por definicién, es la capa que termina formando el tejido encargado de la
apertura mecanica de las tecas (Alonso, 2011). Esta capa de la pared de la antera se
caracteriza por presentar engrosamientos en la pared tangencial interna de las células; al
menos en la mayoria de las angiospermas (Bhojwani y Bhatnagar, 1999). Sin embargo, en
S. filiforme, dichos engrosamientos no se logran apreciar en ninguna etapa del desarrollo.
Esto podria significar que el mecanismo de dehiscencia de las anteras recae Unicamente en
procesos de lisis enzimatica en el estomio y muerte celular programada en las células del
septo y no por presiones diferenciales entre la epidermis y el endotecio (Wilson et al.,
2011). La ausencia de engrosamientos en las células del endotecio también ha sido
reportada en otras especies de pastos marinos e inclusive en otras plantas acuaticas
(Batygina y Shamrov, 1981).

Debajo del endotecio se encuentran las capas medias, las cuales generalmente almacenan
almidon y otras sustancias de reserva. En S. filiforme, existen dos estratos de capa media,

formadas como resultado de la division de las dos capas parietales secundarias. En
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Halodule wrightii se reportd también la presencia de dos estratos de capa media, mientras
que en Amphibolis antartica se han logrado observar entre tres y cuatro (Ducker, Pettitt y
Knox, 1978; Gémez, 2011).

La ultima capa subepidérmica es el tapete, que constituye la capa mas interna de la pared
de la antera. El tapete de S. filiforme es multiestratificado y de tipo plasmodial — de acuerdo
a la clasificacion de Goebel (1905) — pues el contenido protoplasmatico es liberado hacia el
I6culo de la antera, de tal manera que queda rodeando a las células madre de las
microsporas y microsporas. Furness y Rudall (1997) reportan que este tipo de tapete se
presenta en 18 familias de plantas monocotiledoneas. Asi mismo, esta reportado que en el
orden Alismatales (al que pertenecen los pastos marinos), tanto el clado Alismatides como
la familia Araceae presentan tapete plasmodial (Furness y Rudall, 2001). En cuanto al
numero de capas, Yamashita (1976) reporta una capa de células en el tapete en Halodule
pinifolia y Halodule uninervis. Gomez (2011) encuentra dos capas en H. wrightii y Ducker,
Pettitt y Knox (1978) reportan entre tres y cuatro capas en el tapete de A. antartica. Lo
anterior obliga a pensar que el nimero de capas en el tapete es un caracter variable dentro

de la familia Cymodoceaceae e incluso puede variar dentro de un mismo género.

7.3 Microsporogénesis y microgametogénesis

En el proceso de microsporogénesis, las células madre de la microspora se dividen por
meiosis y dan origen a cuatro células haploides (microsporas). En ese proceso, dependiendo
del momento en el que se forma la pared celular, existen dos tipos de citocinesis:
simultanea y sucesiva. En el caso de S. filiforme, es posible afirmar que la citocinesis es
sucesiva por la presencia de diadas, las cuales son resultado de la formacion de pared
celular desde la primera division de la meiosis.

Después de la meiosis, las microsporas comienzan a alargarse hasta formar granos de
polen filiformes. Esto significa que, en S. filiforme, la elongacion de los granos de polen es
posterior a la division reduccional, y no previo a ella, como pasa en la familia Zosteraceae
(Rosenberg, 1901; Harada, 1948; Stewart y Riidenberg, 1980). La presencia de granos de
polen filiformes es un carécter exclusivo de pastos marinos (no se encuentra en otras
plantas acuaticas). Estd presente en todas las especies de la familia Cymodoceaceae y
también en Posidoniaceae y Zosteraceae (Ackerman, 2006), pero no en las especies de la

familia Hydrocharitaceae, por lo que se ha planteado que es una convergencia. Esta
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convergencia se ha propuesto como una ventaja adaptativa para las especies que la
presentan, pues la forma alargada de los granos de polen permite que éstos viajen, roten y
crucen entre las lineas de corriente; de tal forma que la probabilidad de que impacten con
los estigmas, aumenta (Ackerman, 1995).

Otra cuestion sobre los granos de polen, es la relacionada con el numero de ndcleos
presentes al momento de su liberacién. Este tipo de informacion puede ser util al momento
de realizar inferencias sobre viabilidad, almacenamiento, tasa respiratoria y tipo de
incompatibilidad (Marquez, 2013). En el presente trabajo, se tiene suficiente informacién
para afirmar que al menos son dos nucleos; pero no se puede descartar la posibilidad de que
sean tres. Se recomienda obtener fotomicrografias méas detalladas, que permitan esclarecer
definitivamente esta situacion. En la familia Cymodoceaceae, a pesar de que hay trabajos
en los que se ha afirmado que en todas sus especies los granos de polen son tricelulares, en

realidad existe poca evidencia de ello.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se describid el desarrollo de las anteras de Syringodium filiforme, asi como
la conformacién de la pared de la antera y la formacion de los granos de polen. En ese

sentido, los hallazgos mas relevantes fueron:

- Las inflorescencias masculinas de S. filiforme son cimas compuestas de tipo monocasio de
monocasios y estan conformadas por flores aperiantadas. EI androceo comprende cuatro
tecas bisporangiadas; es decir, ocho microsporangios en total. La dehiscencia de las anteras

es longitudinal y extrorsa.

- La pared de las anteras de S. filiforme esta conformada por: epidermis monoestratificada
con taninos abundantes, endotecio formado por una sola capa de células cuyas paredes no
presentan engrosamientos, de dos a tres capas medias y un tapete multiestratificado que se

vuelve plasmodial. El desarrollo de la pared de las anteras es de tipo basico.

- En el proceso de meiosis, la citocinesis es sucesiva. Los granos de polen son filiformes.

La reproduccion sexual en plantas juega un papel importante al mantener poblaciones
genéticamente variables. En ese sentido, conocer el desarrollo y caracteristicas
embrioldgicas de las especies, nos permite hacer inferencias sobre aspectos como su
historia evolutiva y sus relaciones filogenéticas. Particularmente en los pastos marinos, nos
permiten dilucidar cudles fueron los factores que les han permitido adaptarse al ambiente
acuatico.

Este estudio aporta conocimiento sobre las flores masculinas de Syringodium filiforme y
retoma la importancia de estudiar el desarrollo, anatomia y embriologia de los pastos
marinos. Como perspectivas a futuro, queda conocer la naturaleza de la estructura que
sostiene a las anteras (saber si es filamento o pedicelo), dilucidar si el androceo de S.
filiforme estd conformado por una antera con ocho microsporangios o dos anteras
fusionadas con cuatro microsporangios cada una y determinar el tipo de tétradas que
resultan de la meiosis. También, hace falta conocer la estructura de los granos de polen vy si

son bicelulares o tricelulares al momento de su liberacion.
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