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ESTUDIOS EMBRIOLOGICOS
EN CABOMBA AUSTRALIS (NYMPHAEACEAE)
I. LA ESPOROGENESIS Y LAS GENERACIONES SEXUADAS

Por B. G. GALATI!

SUMMARY

Sporogenesis and gametogenesis were studied in Cabomba australis Speg.
(Nymphaeaceae). :

; The anther wall originates according to the basic type. The division of the
microspores’ mother cell is succesive. The tetrads are isobilateral and decussate.
Pollen grains are anacolpate and the exine shows superstriation.

Matures ovules are anatropous, bitegmic and crassinucellate. Megaspores
show a lineal arrangement. The chalazal megaspore produces a 4-nucleate em-
bryo sac which develops according & variant of the Oenothera type.

INTRODUCCION

Cabomba australis Speg. es una planta sumergida, arra:gada que
presenta dimorfismo foliar. Las hojas sumergidas son varias veces
palmatisectas, y las hojas flotantes peltadas, acompafian a las flores
cuando emergen a la superficie. Estas constan de tres sépalos, tres
pétalos, seis estambres y tres carpelos, cada uno de ellos con tres
ovulos péndulos. Las anteras son extrorsas (Saunders, 1936; Cabre-
ra, 1953).

Esta especie presenta una distribucion que abarca desde el Sur
de Brasil hasta Paraguay y Noroeste de Argentina (Fasset, 1953).

La familia Nymphaeaceae posee una serie de peculiaridades muy’
especiales que han despertado el interés de los botanicos. En efecto,
la presencia de representantes con granos de polen monocolpados,
flores trimeras, atactostela en el rizoma y habito de la planta con
aspecto de monocotiledénea son de por si elocuentes, no obstante
el caracter dicotiledoneo de su embrion. Sin embargo, la familia no
ha sido explorada exhaustivamente desde el punto de vista de la em-
briologia. .
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Se han realizado estudios del desarrollo de las células madres del
polen en los géneros: Nuphar y Nymphaea (Lubimenko et Maige,
1907). En cuanto a las descripciones palinologicas, nada se cita so-
bre la especie argentina Cabomba australis (Roland, 1968; Walker,
1976; Siigireuskaja, 1955; Erdtman, 1943).

Se han hecho investigaciones sobre la formacion del saco em-
brionario y embrion en varios géneros de la familia: Castalia, Nym-
phaea, Brasenia, Nelumbo, Euryale (Conard, 1902, 1905; Cook,
1902, 1906, 1909; Khanna, 1964, 1965; Valceva y Savich, 1965).

Para el género Cabomba se han estudiado las caracteristicas muy
generales del saco embrionario en dos especies: C. piauhiensis y C.
caroliniana. En general, puede decirse que poco se sabe del género y
que nada se conoce de Cabomba australis (Davis, 1966: 66).

-Dado el evidente interés de la familia Nymphaeaceae en general,
es importante conocer todos sus representantes desde el mayor nu-
mero posible de angulos antes de poder hacer generalizaciones sobre
su discutida posicion taxonomica.  Por este motivo se ha encarado
el estudio ontogénico de la esporogénesis y las generaciones sexua-
das asi como las estructuras esporofiticas compromet1das en el pro-
ceso de fertilizacion.

‘'MATERIAL Y METODO

El material de Cabomba australis fue coleccionado en la Prov.
de Buenos Aires, Parana de las Palmas y Canal 6 a 6 Km de Otamen-
di, cerca de la Estacion Experimental INTA, el 6-1-81, por la autora.
BAA N° 17031. Las plantas se fijaron en FAA. Las flores en distin-
tos grados de desarrollo, se incluyeron en parafina, y se hicieron cor-
tes seriados con microtomo de tipo Minot. Las coloraciones usadas
fueron: metacromatica con violeta de cresilo y doble de safranina-
“fastgreen’’, y el medio de montaje: bé.lsamo de Canada sintético.

Los granos de polen maduros fueron acetolizados segin la técnica
de Erdtman (1960). Para su observacion con MEB se utiliz6 la técni-
ca de punto critico (O’Bnen and Mc Cully, 1981). En la descrip-
ciéon del polen se siguio la termmologla propuesta por Erdtman
(1969).

Los dibujos fueron realizados con el tubo de dibujo-Wild por la
autora. Se hicieron ademas observaciones con MEB del grano de
polen. . ;

Los preparados histologicos se encuentran en la Histoteca del
laboratorio de Anatomia Vegetal de la Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales. UBA. ,
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Fig. 1. — Esquemas. A: vastago florifero; hf: hoja flotante; hs: hoja sumergi-

da; B: pimpollos en distintos estados de desarrollo; C-D: microsporogénesis y
microgametogénesis.
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Abreviaturas usadas:

CL: corte longitudinal; CT: corte transversal; CMm: célula madre
de los microsporos; CMM: célula madre de las megasporas; MEB:
Microscopio Electronico de Barrido.

OBSERVACIONES

Microsporangio y microsporogénesis

.. La antera madura de C. australis es tetrasporangiada (Fig. 3 D).
Posee una epidermis de paredes delgadas y un endotecio con engro-
samientos secundarios lignificados en forma de bandas en sus pare-
des radiales y tangenciales. El haz vascular central es perifloematico
y el xilema esta representado por 3-4 vasos pequeiios. Los granos de
polen maduros son monocolpados y con la exina estriada.

La microsporogénesis es un proceso muy temprano, de manera
que en botones muy pequeiios (Fig. 1 B, C) ya se han formado los
microsporos. Las divisiones que dan origen tanto a las capas de la
pared de la antera, como aquellas que se producen para formar los
microsporos, pueden ser observadas en pimpollos de menos de 1 mm
de tamano. ' :

El origen de la pared de la antera corresponde al tipo basico (Da
vis, 1966). Esto significa que, un estrato parietal tiene origen comin
con el endotecio, y el otro con el tapete (Fig. 2 A). La pared de una
antera joven, con todos sus estratos formados, consta de afuera ha-
cha adentro de: epidermis, endotecio, dos estratos parietales y tape-
te de tipo glandular con células binucleadas (Fig. 2 B). Las divisio-
nes cariocinéticas de las células del tapete tienen lugar durante el
proceso meiotico de las células madres de los micrésporos.

: Las células que forman el tapete son las que, dentro de las que

constituyen la pared de la antera, presentan mayores modificacio-
nés. En efecto, su citoplasma extremadamente denso, la falta de
vacuolos y su naturaleza ‘binucleada lo distinguen claramente de
los restantes estratos, que por el contrario exhiben grandes vacio-
los y se mantienen uninucleados. Las caracteristicas citolégicas de
las células del tapete indican un activo proceso de sintesis de pro-
teinas, particularmente enzimas. Evidencia de ello lo encontramos

Fig. 2. — Desarrollo de la pared de la antera y microsporogénesis. A: CT de
antera con sus estratos aiin en formacién y arquéspora; B: CT de antera con sus
estratos formados. De afuera hacia adentro: epidermis, endotecio, dos estratos
parietales, tapete glandular-con células binucleadas y CMm en metafase II; C:
CMm con pared de calosa; D: metafase I; E: telofase I; F: telofase II; G: tétra-
de decusada; H: tétrade isobilateral; I: CT de antera con éstrato parietal interno
consumido v micrésporo libre.
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en el marcado proceso de digestion de las células parietales, que co-
mienza con el estrato parietal interno y luego se extiende al externo
para detenerse en el endotecio. En efecto, durante la meiosis II (Fig.
2 B) el estrato parietal interno se halla muy degradado y completa-
mente separado de las células del tapete. En el estadio en que los mi
crosporos se separan de sus hermanos de la tétrade, el volumen de
las células del tapete alcanza su maximo y el estrato parietal externo
aparece en vias de degradacion (Fig. 2 I).

Las células del endotecio son después de las del tapete las que
experimentan mayores modificaciones. Ellas sufren un aumento de
tamano, y mas tarde, cuando los granos -de polen contienen dos cé-
lulas, producen en sus paredes engrosamientos lignificados en forma
de bandas continuas que recorren tanto las paredes tangenciales co-
mo radiales (Fig. 3 B, C, E). La disposicion, el nimero y las interco-
necciones de estas bandas en las distintas caras de estas células, es lo
que le confiere a este estrato la capacidad de actuar mecanicamente
en el proceso de apertura de la antera. En la pared tangencial exter-
na, las bandas que se depositan son pocas, de dos a cuatro como
maximo y corren en forma aproximadamente paralela en el sentido
del eje longitudinal de la antera. Estas mismas bandas, en las paredes
radiales se ramifican y en la tangencial interna se anastomosan. De
este modo esta ultima cara es la mas rigida, ya que es la que posee
mayor cantidad de espesamientos. De esta forma, como la pared
tangencial externa tiene entre las bandas lignificadas una alta pro-
porcion de pared primaria delgada, es capaz de plegarse al producir-
se la deshidratacion en el momento de la dehiscencia de la antera.
Por efecto de esta accion, la pared de la antera se curvara hacia afue-
ra produciendo la abertura de la misma. Paralelamente a la especia-
lizacion de las células del endotecio, se diferencia la zona de dehis-
cencia. Ella esta formada por un grupo o hilera de células pequeiias
de aspecto parenquimatico, vacuolizadas y de paredes delgadas, que
se desintegran por ruptura de paredes conjuntamente con algunas
células del septo, cuando los granos de polen estin maduros, perml-
tiendo asi la abertura de la antera (Fig. 3 C).

Apenas constituidos los cinco estratos de la‘pared de la antera,
las células del arquesporio forman una sola hilera por léculo, su cito-
plasma es muy denso, poseen paredes delgadas y carecen de espacios

Fig. 3. — Pared de la arltera y microgametogénesis. A: CT. del micrésporo en
divisién; B: CT de antera madurd. De afuera hacia adentro: epxdermxs endote-
cio con engrosamientos lignificados, grano de polen bicelular con exina forma-
da; C: pared de la antera madura en CT en la zona de dehiscencia; D: esquema
de la antera madura en CT; E: pared tangencial externa del endotecxo maduro
en vista superfxcxal :
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intercelulares. El proceso de maduracion que consiste en la prepara.
cion para la meiosis y la diferenciacion en células madres de los mi-
crosporos, esta acompafado de cambios citoldgicos y morfolbgicos
muy evidentes. En primer lugar se produce la separacion de las célu-
las vecinas y la formacion de una pared de calosa, todo lo cual vaacom-
pafiado de un cambio de forma ya que las células se vuelven esféri-
cas (Fig. 2 C) y aparecen entonces espacios intercelulares. Las divi-
siones de las células madres de los micrésporos son de tipo sucesi-
vo, ~es decir que tanto la meiosis I como la meiosis II estan acompa-
fadas por la formacion de paredes de calosa. Las tétrades pueden
ser de dos tipos: isobilaterales o decusadas. Ambos tipos pueden
aparecer en una misma antera, ademas de observarse una alta pro-
porcion de formas intermedias (Fig. 2 B-H).

La pared de calosa que rodea a las células madres, y que se con-
serva en el estado de tétrades, se disuelve y se produce la liberacion
dentro del 16culo de los microsporos (Fig. 2 1), sobre los cuales co-
mienza a depositarse la esporopolenina formando las esculturacio-
nes de la ectexina. ;

Grano de polen

Los granos de polen son monotremos, elipsoidales, probable-
mente con su abertura en posicion distal, de modo que conforme a
la clasificacion de Erdtman (1969), le corresponde la denominacioén
de monoanacolpado (NPC 133). El diametro polar es de 40 um y
los diametros ecuatoriales son el mayor de 65 um y el menor de
42 pm. La exina es pertectada, es decir que posee téctum continuo,
soportado por baculos de 0,6 um de ancho por 0,65 um de alto,
supraestriada (Fig. 4 E-F). Las estrias son mas o menos paralelas
en el hemisferio del polo opuesto a la abertura (presuntamente pro-
ximal) mientras que en el hemisferio aperturado (presuntamente
distal) las estrias son mas o menos paralelas en los bordes del colpo
pero son oblicuas desde alli hasta el ecuador (Fig. 4 A, B, C). La
superficie del téctum es también estriada y aparentemente esta
compuesto por elementos comprimidos lateralmente (Fig. 4 E).

La membrana del colpo es granulosa y en su parte central, po-
see deposiciones mayores de esporopolenina de forma irregular, con
una suave estriacion visible s6lo con aumentos de 5000x por lo me-
nos (Fig. 4 D). .

Fig. 4. — Polen observado con MEB. A: vistas polares; B: exina, detalle de’
estructura; C: grano de polen germinando en vista ecuatorial; D: colpo, detalle
de estructura; E-F: pared del grano de polen;E: CT; F: CL.
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Microgametofito
: Los micrésporos recién formados, en el estado de tétrade, cuan-
do todavia estan cubiertos por la pa.red de calosa, son células con
un vacuoma reducido (Fig. 2. G, H). Pero una vez que los granos
se separan al disolverse la calosa, aumentan considerablemente de

volumen debido a la incorporacion de agua y al desarrollo de un
gran vacuolo, al mismo tiempo que se completa la pared del esporo
(Fig. 2 I). En este estado ocurre la division mitotica que originar la
célula gametogénica y la célula sifonogénica (Fig. 3 A). La célula ga-
metogénica estd desprovista de vactiolo, posee citoplasma denso y
escaso. La célula sifonogénica hereda el gran vacuolo del esporo y la
mayor parte del citoplasma (Fig. 3 B). En este estado, es decir, con
dos-células, los granos de polen son liberados del esporangio para ser
transportados al estigma donde completaran su desarrollo.

Gineceo
El gineceo se halla compuesto por tres carpelos, cada uno de los

cuales forma un pistilo. Cada ovario contiene tres 6vulos anatropos
apotropos. Dos de los 6vulos se hallan proximos a la-base del ovario
y surgen de la zona laminar adaxial del carpelo. La vascularizacion
de estos ovulos conecta tanto con los hacecillos ventrales como con
el dorsal. El tercer 6vulo ocupa una posicion superior e intermedia
respecto de los anteriores, y estd vascularizado por la terminacion
de ambos hacecillos ventrales que concurren para irrigarlo. El hace-
cillo dorsal se continua sin ramificarse hasta el estilo y el estigma
donde no llegan los hacecillos ventrales (Fig. 5A-G). ‘
 El estilo es hueco y las células que lo limitan constituyen un teji-
do transmisor que permite el desarrollo endotropico de los tubos
polinicos, todo lo cual configura la caracteristica de los estilos “inter-
medios”. Dicho tejido transmisor en su estado maduro posee pare-
des gruesas, de consistencia mucilaginosa que constituyen el medio
dentro del cual se desplaza el tubo polinico (Fig. 7 C-E).

Ovulo y megasporogénesis

El 6vulo se inicia como un mamelon en la pared interna del ova-
rio (Fig. 6 A). Comienza siendo ortotropo y péndulo (Fig. 6 B), pa-
ra luego sufrir un giro de 90° cuando se diferencia la célula arques-
porica (Fig. 6 C), continuando su curvatura hasta alcanzar los 180°
de su posicion inicial y convertirse en anatropo en el momento de
iniciarse la meiosis en la célula madre de las megasporas (Fig. 6 D-E).

Fig. 5 — Esquemas del ovario, placentacién y vascularizacion.” A: CL del
ovario; B-G: CT seriados desde el estilo hasta la base. .
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Fig. 7. — Gineceo. A: ovulo con saco embrionario formado; B: detalle de la
zona calazal del 6vulo; C: estigma; D: tubo polinico en el tejido de transmisién
del estilo; E: detalle de las células del tejido transmisor. Simbolos: a: aerénqui-
ma; p: papilas; tt: tejido transmisor. &

Fig. 6. — Ontogenia del 6vulo. A-B: estadios iniciales; C: 6vulo crasinucéla’do
con torsién de 90° y tegumentos en formacion; D: dévulo girado 180°; E: mi-
cropilo en formacion por mayor crecimiento del tegumento interno.
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Posee dos tegumentos de dos capas de espesor cada uno, ambos de
origen protodérmico. El interno crece méas rapidamente y forma por
si solo el micropilo (Fig. 6 A-E). En la zona de la calaza se desarro-
lla algo de aerénquima y las células epidérmicas agrandan su tamafno
a la vez que sus nicleos aumentan de volumen. El funiculo se halla
soldado al tegumento externo. El haz vascular del funiculo se rami-
fica en la calaza sin extenderse hasta los tegumentos (Fig. 7 A, B).

La célula arquesporica forma una célula parietal antes de dife-
renciarse en célula madre de las megasporas, de manera que el 6vu-
lo encaja dentro de los llamados crasinucelados verdaderos (Fig. 6
C-E). Ocasionalmente las células epidérmicas pueden también expe-
rimentar divisiones periclinales con lo cual las megasporas quedan
en una zona relativamente profunda de la nucela.

La CMM sufre division meidtica. En la meiosis I se forma una
diade, en la cual, la célula micropilar es mas pequena y por lo co-
mun no vuelve a dividirse, aunque conviene destacar que a veces
ocurre cariocinesis sin que sea acompanada de la respectiva citoci-
nesis. La célula calazal de la diade siempre experimenta meiosis II
formandose tétrades o triades de megasporas lineales (Fig. 8 A-C).
La megaspora calazal es la funcional, mientras que las otras degene-

ran (Fig. 8 D).

Megagametofito

El saco embrionario maduro tiene un arreglo que corresponde al
tipo Oenothera. Es decir, es 4-nucleado y 4-celular.

La megaspora funcional sufre una polarizacion temprana del
nicleo hacia el extremo micropilar, debido a la formacion de un
gran vaciolo calazal (Fig. 8 D). Luego sufre dos ciclos cariocinéti-
cos mitoticos originando un cenocito primero de dos y.luego de
cuatro nucleos, todos de posicion micropilar (Fig. 8 E-F). Posterior-
mente se produce la citocinesis, dando como resultado un saco em-
brionario maduro tetracelular que consta de: oosfera, dos sinérgidas
y una célula. con un so6lo nucleo polar. Las sinérgidas, como es lo

Fig. 8. — Megasporogénesis, megagametogénesis y fertilizacién. -A-D: megas-
porogénesis; A: primera division meibtica de la CMM; B: diade de megésporas.
Megaspora calazal en Meiosis II; C: trifade de megdsporas lineal, la micropilar
estd en anafase; D: megdspora calazal funcional y micropilares degeneradas; E-F:
primer y segundo ciclos cariocinéticos mitéticos de la megéaspora; G: megaga-
metofito 4-nucleado y 4-celular; H: fertilizacién: parte superior izquierda,
sinérgida penetrada semidestruida; a la derecha, sinérgida intacta; en el centro

de la oosfera fusionidndose con el gameto masculino y en la pa.rte inferior elv

nicleo polar. fuslonéndose con el otro gameto masculmo

N
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habitual, presentan sus nucleos polarizados hacia el extremo mi-
cropilar, y sus vacuolos hacia el calazal. Poseen ‘‘gancho”’ hasta don-
de llega el citoplasma de la célula que lleva el inico nucleo polar. La
oosfera no difiere mucho en tamafio con respecto a las sinérgidas,
y posee dos pequefios vaciolos laterales. 1El nicleo polar tiene un
volumen muy supenor aproximadamente el doble del nacleo oosfe-
rico, y se halla proximo a la oosfera (Fig. 8 G).

Desde estadios tempranos, durante la ontogenia del saco embrio-
narid, comienza a diferenciarse en su extremo calazal un “‘caecum”.
Esto le confiere un aspecto piriforme invertido (Fig. 8 E-G).

Fertilizacion

El estigma de C. australis esta formado por pelos con una base
generalmente unicelular, y una célula terminal papilosa, con un con-
tenido extremadamente denso, (Fig. 7 C). En el momento en que el
estigma se torna receptivo, la célula terminal de estos pelos aumen-
ta su longitud. Con la llegada del polen al estigma, se cumple la
polinizacion. El tubo polinico inicia su crecimiento progresando a
través -de las paredes- mucilaginosas del tejido transmisor del estilo.

La descarga del tubo polinico se realiza dentro de una de las
sinérgidas, a la cual penetran, ademas de los gametos masculinos,
considerable material del tubo. Uno de estos gametos se fusiona con
la oosfera y el otro con la célula que lleva el nicleo polar, dando
origen asi al cigoto y a la célula endospermogenética respectivamen-
te. Los nucleos masculinos, antes de fusionarse, se hidratan aumen-
tando su contenido en cariolinfa y desarrollan un active nucléolo,
adquiriendo asi caracteristicas de niclebs profisicos, por lo que la
fus1on de los mismos pareciera ser postmitética (Fig. 8 H).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La placentacion en el género Cabomba es segin Troll (1934), al
igual que en otras Nymphaeaceae, laminar. Para Inamdar y Aleykutty
(1979) en la especie Cabomba aquatica es marginal. De acuerdo alo
observado en el presenta trabajo, podemos considerar que en C. aus-
tralis si bien la placentacion es laminar, existe una tendencia a una
placentacion marginal o submarginal, ya que los tres 6vulos estan
innervardos por los hacecillos ventrales, siendo uno de ellos con vas-
cularizacién exclusivamente ventral. La tendencia a una placentacion
marginal o submarginal revela un caracter mas evolucionado.

En la bibliografia consultada sobre estudios embriologicos en
Nymphaeaceae, se cita. para los genemsc Castalia, Nymphaea, Bra- -
senia, Nelumbo, Euryale y las especies: Cabomba piauhensis y C. ca-
roliniana, el desarroilo del saco embrionario como correspondiente
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al tipo 8-nucleado de Polygonum (Cook, 1902, 1906; Conard, 1905;
Earle, 1938; Raciborski, 1894; Ramji & Padmanabhan, 1965). Nin-
guna de las figuras que ilustran los trabajos antes mencionados resul-
tan claras sobre la naturaleza 8-nucleada, por lo que es probable que
la interpretacion dada quizas no sea la correcta. Por esta razon, es
muy conveniente reinvestigar estas especies, para demostrar clara-
mente si los megagametofitos son 4 u 8-nucleados.

En razon de que esta especie no ha sido estudiada con anterio-
ridad, todas las caracteristicas embriologicas referidas en el capitulo
de observaciones constituyen una novedad para la ciencia. Merece
destacarse que se cita por primera vez la ocurrencia de un megaga-
metofito 4-nucleado y 4-celular para la familia Nymphaeaceae. Este
gametofito se puede considerar como una variante del tipo Oeno-
thera clasico, ya que en este caso la megaspora calazal es la funcio-
nal mientras que en Oenothera es la micropilar (Johansen, 1930,
1931, 1932, 1934; Maheshwari, 1937, 1947, 1948, 1950; O’Neal,
1923). :
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