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RESUMEN

Linum L. es el género de mayor relevancia agronémica dentro de la familia
Linaceae. En Argentina esta familia estd representada por 8 especies. El
objetivo del trabajo realizado fue estudiar la morfo-anatomia floral y la
embriologia en Linum burkartii Mildner y L. usitatissimum L. Se utiliz6 material
conservado en FAA (formol-alcohol-acido acético) y se llevaron a cabo técnicas
estdndares para las observaciones con microscopio Optico y microscopio
electronico de barrido, a fin de obtener informacion acerca de los caracteres
florales y reproductivos. Con relacién a la morfologia floral, ambas especies
comparten el tipo de inflorescencia, la simetria floral, el nimero de piezas y el
tipo de antera. Los caracteres que las diferencian estan dados por: el color de
las flores (amarillas vs. azules), la forma de los sépalos (ovados a romboidales
vs. ovados), la presencia de papilas en los margenes de los sépalos (notables
vs. inconspicuas), y el tipo de estigma (contorno circular vs. oblongo). Los
caracteres embrioldgicos analizados comunes a ambas son: el desarrollo de la
pared de la antera del tipo basico, el proceso de microsporogénesis de tipo
simultdneo y la formacion de tétradas tetraédricas. La epidermis de la antera es
uniestratificada, papilosa; el endotecio es uniestratificado con engrosamientos
fibrilares en forma de “U”; el tapete es de tipo secretor, los granos de polen son
liberados en estadio bicelular y el tipo de gametofito es de tipo Polygonum. Por
otra parte, los caracteres anatomicos que las diferencian son los
engrosamientos fibrilares en las paredes del endotecio que en L. burkartii
comienzan a desarrollarse en el estadio de granos de polen jovenes, mientras
que en L. usitatissimum en el estadio de granos de polen maduros; las células
tapetales en L. burkartii son uninucleadas mientras que en L. usitatissimum son
binucleadas, las antipodas son pequefias y efimeras en L. burkartii, en cambio
en L. usitatissimum son conspicuas y persistentes. La informacién obtenida es

original y contribuira a la caracterizacion de estas especies de Linum L.

Paula A. Gustin Corrientes, 2018



INTRODUCCION

Linaceae es una familia con distribucion cosmopolita. Cuenta con 14
géneros y 250 especies distribuidas en regiones tropicales y templadas (McDill
et al. 2009). Estudios recientes basados en datos moleculares dividen a
Linaceae en dos subfamilias: Hugonoideae y Linoideae (McDill et al. 2009). El
género de mayor relevancia tanto en la economia mundial como en el
desarrollo social es Linum L., el cual presenta 180 especies y es considerado
uno de los géneros con mayor diversidad en cuanto al nUmero de especies
dentro de la familia (McDill et al. 2009). Para Argentina se citan 2 géneros y 9
especies (Zuloaga et al. 2008), el principal representante es Linum
usitatissimum L., “lino”, especie ampliamente cultivada como textil por sus
fibras floematicas caulinares y como oleaginosa por el aceite que proporcionan
sus semillas denominado aceite de linaza, del cual Argentina fue en 2002 uno
de los principales paises exportadores, concentrandose su area de siembra en
las provincias de Entre Rios y Buenos Aires (Barreyro et al. 2002). Su semilla
tiene una larga historia de consumo en Europa y Asia, y sus colores varian
desde el marrén oscuro al amarrillo (Lenzi de Almeida et al. 2008). Esta semilla
también es rica en proteinas, como ha sido demostrado en algunos estudios
gue sefialan que la composicion aminoacidica encontrada en la proteina de la
linaza es similar a la de la soja, considerada como una de la mas nutritivas
entre las proteinas de origen vegetal (Lenzi de Almeida et al. 2008). Un
caracter interesante en la familia es la presencia de heterostilia en algunas
especies de Linum L., reconocida por Darwin (1864) en flores de Linum

perenne L.
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ANTECEDENTES

Los antecedentes para la familia Linaceae en morfologia, anatomia y ontogenia
de las flores, como asi también sobre la esporogénesis y gametogénesis son
escasos. Podemos citar las contribuciones de: Soueges (1937), quién estudio
el desarrollo del 6vulo en Radiola linoides Roth; Dorasami & Gopinath (1945)
quienes estudiaron la embriologia de Linum mysorense Hyn.; Narayana (1970)
quién analizé la megasporogénesis y megagametogénesis en L. perenne; Rao
& Narayana (1965), estudiaron el desarrollo de la pared de la antera en
Ixonanthes grandiflora Hochr., Linum flavum L. y Ochthocosmus africanus
Benth.

Con relacion a la morfologia del polen, debemos mencionar a Erdtman
(1966), quien analizé con microscopio Optico los granos de polen de algunas
especies de Linaceae, incluyendo L. usitatissimum y consider6 que esta familia
es euripalinica. Estudios basados sobre la morfologia del grano de polen en
Linaceae fueron aportados por los siguientes autores: Saad (1961a, b; 1962),
que estudid los mecanismos de apertura y la estratificacion de la exina en
algunas especies de Linaceae; Rogers & Xavier (1972), analizaron la evolucion
de la estructura del polen en Linum; Xavier et al. (1980), estudiaron la
morfologia del polen en Linum, Secc. Linastrum; Rogers (1980) y Dulberger
(1981) estudiaron el dimorfismo del polen en especies heterostilas del género
Linum de la seccion Linastrum; Punt & Den Breejen (1981), quienes estudiaron
el polen de las especies de Linaceae para la Flora del Noroeste de Europa y el
de Rogers (1985) quien analizé la morfologia polinica del género Cliococca
Bab., Medeiros Carreiras et al. (2005), quienes analizaron la morfologia
polinica de especies de Linaceae de Amazonia (Brasil). Por ultimo, dos
contribuciones recientes sobre la morfologia y morfometria del polen en
especies de Cliococca Bad. y Linum de la Argentina, y un estudio comparativo
ultraestructural del polen de Linum burkartii Mildner y L. usitatissimum (Lattar et
al. 2012 a, b). Con respecto a la ontogenia floral podemos mencionar un trabajo
realizado por Schewe et al. (2011), estos autores analizaron la ontogenia de las
piezas florales en L. usitatissimum utilizando solamente microscopia electronica

de barrido.
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Este trabajo contempld el estudio de la estructura floral y la embriologia
en L. burkartii y L. usitatissimum; para ello se consideraron los siguientes
aspectos: morfo-anatomia floral, esporogénesis y gametogénesis. El presente
estudio contribuird a la caracterizacion de estas especies, y a su vez aportara

informacion para valorar las relaciones filogenéticas propuestas para la familia.

OBJETIVOS

Objetivo general

¢ Estudiar la morfo-anatomia floral y embriologia en dos especies del

género Linum.
Objetivos especificos

¢ Analizar la estructura floral en ambas especies, evaluando posibles
diferencias entre ellas.

¢ Estudiar la microsporogénesis, microgametogénesis y gametofito
masculino en las especies seleccionadas.

¢ Estudiar la megasporogénesis, megagametogénesis y gametofito
femenino en las especies mencionadas anteriormente.

¢ Evaluar los resultados obtenidos en relacién a la taxonomia propuesta

para la familia.

MATERIALES Y METODOS

REVISION BIBLIOGRAFICA

Se realizd una exhaustiva revisién bibliografica en relacién al tema de
investigacion propuesto. El Instituto de Botanica del Nordeste (IBONE-UNNE-
CONICET) cuenta con una amplia biblioteca Botanica en la que se encuentran
obras generales, trabajos especificos y una importante coleccion de separatas,
muchos de ellos relacionados con el tema en estudio. Ademas, se consultd
bibliografia en la biblioteca electrénica de la Secretaria de Ciencia y Técnica de
la Nacion y en la del Instituto de Botanica Darwinion (IBODA-CONICET), a los

efectos de contar con la mayor cantidad de informacién actualizada.
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COLECCION DEL MATERIAL

Localidad visitada: La Paz - Entre Rios, (Fig. 2). Se colectaron distintos
individuos de las especies estudiadas, se procesaron los ejemplares de
herbario para su posterior analisis y se realizaron observaciones ecoldgicas. Se
fijaron botones florales en diferentes estadios de desarrollo y flores en antesis,
que fueron utilizados en los estudios anatomicos y ontogenéticos. Los
especimenes coleccionados fueron prensados y secados para su posterior
etiguetado, montaje e incorporacion al Herbario CTES del Instituto de Boténica
del Nordeste. Ademas, se tomaron fotografias de plantas vivas para ilustrar

este trabajo.
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Fig.2. Mapa de la provincia de Entre Rios, se indican los sitios de coleccion de los ejemplares analizados.
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Material examinado:

¢ Linum burkartii Mildner. Argentina. Entre Rios. Depto. La Paz. En el
predio de la fabrica de chocolate, 30°45°37°°S, 59°39°27"W, suelo
arenoso-gravoso, flores amarillas, fruto tipo capsula, abundante,
18.X1.2015, Gustin, P. A., Avalos, A. A., Ferrucci, M. S., Gomez Herrera,
J. & Lattar, E. 1 (CTES). Se fijé material en el mismo lugar sin ejemplar
testigo el 29.X.2016 y el 24.X.2017.

¢ Linum usitatissimum L. Argentina. Entre Rios. Depto. La Paz. La Paz Km
613, a 5 km de la Ruta N°12, 30°38°35,1'S 59°31'9,2”°W, suelo
agricola, cultivada, flores azules con fruto de tipo capsula, abundante,
18.X1.2015, Gustin, P. A., Avalos, A. A., Ferrucci, M. S., Gomez Herrera,
J. & Lattar, E. 2 (CTES); Estancia 9 de Julio, Km 613, a 12 km de La
Paz, 30°38'35,1"S, 59°31'9,2"W, suelo agricola, flores azules con fruto
tipo capsula, abundante, 29.X.2016, Gustin, P. A., Avalos, A. A,
Ferrucci, M. S., Gémez Herrera, J. & Lattar, E. 3 (CTES); Estancia Tierra
Gaucha, 24.X.2017, Lattar, E., Gustin P., A., Ferrucci, M. S. & Gomez
Herrera J. 25 (CTES).

Metodologia

Anatomia: para la realizacién de los preparados permanentes, se utilizé
material previamente fijado en FAA (5% formol, 90% alcohol, 5% &cido
acético). La deshidratacion del material se realizd6 en una serie de
deshidratantes histolégicos y aclarantes-preimpregnantes de Biopur ®
(Gonzalez & Cristobal, 1997). La impregnacién en parafina se hizo segun la
técnica de Johansen (1940), se colocé en una mezcla de partes iguales de
alcohol butirico terciario y aceite de parafina en estufa a 60 °C por 10 h,
seguido de dos cambios en parafina entre 10 y 12 h cada uno. La inclusion se
realiz6 en Paraplast. Los cortes se efectuaron con micrétomo rotativo en
espesores entre 10-12 um. Se realizaron cortes transversales seriados para los
estudios anatdmicos. La coloracion se efectué con Safranina- Astra blue
(Luque et al. 1996) y posteriormente fueron desparafinados (Pérez & Tomasi,

2002). Los preparados se montaron en balsamo de Canada sintético.
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Viabilidad de polen: se realizd6 a partir de botones florales (4 de cada
especie) coleccionados en el campo. Los mismos fueron fijados en alcohol
absoluto-acido lactico 5:1 y conservados en alcohol 70° a 4 °C hasta el
momento del analisis. Se utilizd el método colorimétrico indirecto con carmin
acético 2%, para identificar los granos de polen inviables por defectos o
insuficiencia de citoplasma o de sustancias de reserva. Los granos coloreados
totalmente se consideraron feértiles, y los que no o en parte, estériles. La
viabilidad del polen se expreso6 en porcentaje de granos viables con respecto al

total de los granos examinados.
Observaciones e interpretaciones

Para el andlisis de los caracteres exomorfolégicos, anatomicos vy
ontogenéticos se utilizd un microscopio estereoscopico Leica MZ6, un

microscopio Optico Leica DM LB2, ambos con cadmara digital incluida.

Con relacién a los caracteres florales, se utilizé el microscopio electrénico
de barrido (MEB), JEOL 5800 L V a 10 Kv. (JEOL USA, Peabody, MA, USA)
perteneciente al Servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad Nacional
del Nordeste. Las muestras fueron fijadas previamente en FAA, se sometieron
en una serie creciente de acetona y luego se secaron con punto critico con
CO,. La metalizacion se llevo a cabo con oro-paladio. Las fotomicrografias se

obtuvieron con microscopio electrénico de barrido.

RESULTADOS

MORFOLOGIA FLORAL

Linum burkartii (Fig. 3 A-B)

Hierba perenne. Tallos graciles, glabriusculos, distancia de los entrenudos
de + 2,6 cm. Hojas alternas de 6,3-10 mm long. x 1-3 mm lat., eliptico-lineares,
consistencia papiraceo-cartacea, sésiles, apice atenuado y base decurrente,
distanciadas en la parte basal y mas préximas en el apice, estipulas ausentes.
Inflorescencias amplias, laxas, tirsoides, cimoidales, cincinadas. Flores

perfectas, con simetria actinomorfa; homostilas. Céaliz pentamero, dialisépalo,
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sépalos ovados a romboidales, de 3,5-4 mm long. x 2 mm lat., denticulado-
glandulosos con papilas muy prominentes sobre el margen. Corola amarilla,
pentdmera, dialipétala, pétalos efimeros obovados, de 8-9 mm long. x 4 mm lat.
Androceo con 5 estambres de + 3,8 mm long., persisten durante la formacién
del fruto, anteras bitecas de £ 2 mm long., dorsifijas, dehiscencia longitudinal.
Gineceo con ovario supero, ovoide, 5 carpelos, cada uno dividido por un falso
tabique, glabro, placentacién axilar, estilos de 3,5-4,5 mm long., glabros y
estigma (5 ramas) glanduloso con presencia de papilas, la superficie
estigmatica de contorno subcircular. Fruto capsula, globosa de 3-3,5 mm long.
x 2-2,5 mm lat., caliz persistente en el fruto. Semillas de 2 mm long., castafio-

oscuras, opacas, con episperma liso.
Linum usitatissimum (Fig. 3 D-F)

Hierba anual de 0,6-1 m de alt. Tallos simples o ramificados cerca de la
base, de forma rolliza, entrenudos separados entre si a £ 4,6 cm, diametro 1
mm. Hojas opuestas de 10-30 mm long. x 1,5-3 mm lat., linear-elipticas,
consistencia papirdceo-coridcea, margen entero, atenuadas en el apice y
cuneadas en la base, estipulas ausentes. Inflorescencias laxas, paniculiformes.
Flores vistosas, pequefias a medianas, perfectas; homostilas. Caliz pentamero,
dialisépalo, sépalos ovados de 6-9 mm long. x 2 mm lat., de margen
membranaceo con papilas poco prominentes. Corola azul, pentamera,
dialipétala, pétalos obovados, de 12-15 mm long. x 5mm lat. Androceo con 5
estambres de 7-10 mm de long., cuya base estd ensanchada formando un
anillo que se fusiona alrededor de la base del gineceo, anteras bitecas de 2 mm
de long., dorsifijas, dehiscencia longitudinal. Gineceo con ovario supero,
ovoide, 5 carpelos, cada uno dividido por un falso tabique, glabro, placentacion
axilar, estilos de + 4 mm de long., glabros y estigmas (5), glandulosos con
presencia de papilas, la superficie estigmatica de contorno subrectangular.
Fruto capsula de 6-9 mm diam., globosas. Semillas de + 5 mm long., castafo-

claras, brillosas, con episperma liso.

Paula A. Gustin Corrientes, 2018



Fig. 3. A-C. L. burkartii: A- Aspecto general de la especie en su habitat. B- Detalle de la flor. C- Fruto de tipo capsula. D-F.
L. usitatissimum: D- Cultivo de lino en época de fructificaciéon y cosecha. E- Detalle de la flor, se observa la corola azul. F-
Detalle del fruto inmaduro de tipo capsula.

Paula A. Gustin
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Fig. 4. Morfologia floral de L. burkartii: A- Aspecto general de la cara adaxial de sépalo. B- Detalle de la cara
abaxial de sépalo, se observan numerosos estomas (flecha). C- Dehiscencia longitudinal de antera, se observa
la liberacion de los granos de polen. D- Detalle de grano de polen maduro. E- Aspecto general del gineceo, se
observa parte del ovario, estilos y estigma. F- Detalle de las papilas que cubren la parte receptiva del estigma.
G- Aspecto general del fruto de tipo capsula, se observa que el cdliz es persistente. H- Semilla con episperma
liso. Escalas: A: 500 um; B: 50 pm; C: 100 um; D: pm; E: 200 pm; F: 20 pm; G: 500 pm; H: 200 pm.
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Fig.5. Morfologia floral de L. usitatissimum: A- Aspecto general de la cara abaxial de sépalo. B- Detalle de
las células epidérmicas propiamente dichas, algunos estomas (flechas) y glandulas en el margen (asterisco). C-
Aspecto general del estambre. D- Detalle del grano de polen maduro. E- Aspecto general del gineceo, se
observan estilos y estigmas. F- Detalle del estigma, se observa que la superficie del estigma se encuentra
cubierta de papilas. G- Parte del fruto de tipo capsula. H- Aspecto general de semilla con episperma liso.
Escalas: A: 200 um; B: 20 ym; C: 200 pm; D: um; E: 200 pm; F: 100 pm; G y H: 500 um.
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Tabla 1. Cuadro comparativo de la morfologia floral entre las distintas especies de Linum.

Especies Formade Margen Color de Estaminodios Tipo de Forma del Na de Color Referencias
los sépalos delos la corola flores estigma colpos dela
sépalos semilla
Linum burkartii Ovados o Con Amarillo Ausente Homostilas Subcircular 3 Castafio Tesina,
romboidales glandulas * oscuro 2018 *
Bacigalupo,
2005
L. Ovados Con Azul Ausente Homostilas  Subrectangular 3 Marrén Tesina,
usitatissimum glandulas * claro 2018 *
Basigalupo,
2005
L. Sin Azul claro Ausente - - 3 Marrén
angustifolium glandulas claro Gill, 1987
Huds
Sin Azul claro Ausente - - 3 Marrén Gill, 1987
L. bienne Mill glandulas claro
L. catharticum Con Blanco Presente - - 3 Marrén Gill, 1987
L. glandulas
L. hirsutum L. Con Rojo Presente - - 3 Marrén Gill, 1987
glandulas
L. perenne L. Sin Azul Presente Heterostilas - 3 Marrén Gill, 1987
glandulas Darwin,
1864
ANATOMIA

Estudios embriolégicos
Desarrollo de la pared de la antera en las especies estudiadas

El desarrollo de pared de la antera en ambas especies corresponde al tipo
basico. En corte transversal, las anteras de ambas especies son
tetrasporangiadas (Fig.6 A, H). La pared de la antera joven desde afuera hacia
adentro consta de: epidermis uniestratificada, una capa de endotecio, dos

capas de células medias y una capa de tapete secretor (Fig.6 A, I).
Microsporogénesis, microgametogénesis gametofito masculino

La microsporogénesis comienza con la meiosis de las células madres de
las micrésporas y termina con la formacidbn de microsporas haploides
polarizadas. A continuacion se detalla el proceso que ocurre en L. burkartii y L.
usitatissimum. El tejido espordgeno se encuentra formado por células con
citoplasma denso y paredes celulares delgadas, el mismo carece de espacios
intercelulares. Las células madres de las micrésporas (Fig.6 A, H) se preparan
para la meiosis, y la calosa se deposita entre la pared primaria y el

plasmalema. Las divisiones meioticas de las células madres de las micrésporas
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son del tipo simultaneo y, como resultado se obtienen tétrades del tipo
tetraédrico (Fig.6 B, J). Cada tétrada se encuentra rodeada por una pared de
calosa y cuando ésta se degrada, se observa la liberacion de las micrésporas

jovenes en el l6culo de la antera (Fig.6 C, K).

La liberacibn de las micrésporas de tétradas indica el inicio de la
microgametogénesis, se produce una division mitética del ndcleo originando
una célula de mayor volumen, la célula vegetativa y una de menor volumen, la
célula generativa. El endotecio presenta modificaciones, las células de este
tejido originan engrosamientos fibrilares en las paredes radiales, en L. burkartii
comienzan a desarrollarse en el estadio de granos de polen jovenes (Fig.6 D,
E), mientras que en L. usitatissimum en el estadio de granos de polen maduros
(Fig.6 M). El tapete de las especies analizadas es de tipo secretor (Fig.6 C).
Los nucleos de las células tapetales pueden dividirse o no, en L. burkartii las
células tapetales son uninucleadas mientras que en L. usitatissimum son
binucleadas. Por ultimo, los granos de polen de las especies estudiadas se

liberan en estado bicelular (Fig.6 F-G, L, N).
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Fig 6. A-G L. burkartii: A- Aspecto general del corte transversal de la antera, observandose la epidermis
uniestratificada, el endotecio, capas medias, tapete y las células madres de las micrésporas. B- Detalle de las
tétrades. C- Microsporas jovenes, notese restos de tapete secretor (Flecha). D- Aspecto general de granos de
polen jévenes. E: Detalle de los engrosamientos del endotecio en forma de “U” (Flecha). F- Detalle del grano de
polen unicelular. G- Granos de polen maduros en antera madura. H-N L. usitatissimum: H- Aspecto general del
corte transversal de antera joven, observandose las células madres de las micrésporas. |- Detalle de la
epidermis papilosa, el endotecio sin engrosamientos, capas medias y tétrades. J- Detalle de una tétrade. K-
Detalle de micrésporas jovenes libres. L- Detalle de grano de polen maduro uninucleado (Flecha). M- Detalle de
los engrosamientos del endotecio en forma de “U” (Flecha) en una antera dehiscente. N- Aspecto general de los
granos de polen maduros liberados en una antera dehiscente. Escalas: A-C, E-G: 50 pm; D: 200 pm; H-M: 50
pum; N: 200 pm. Abreviaturas: E (Epidermis), En (Endotecio), Cm (Capas medias), T (Tapete).
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Viabilidad de polen (Tabla 2)

La viabilidad del polen determinada por método colorimétrico fue de 94,2
% para L. burkartii (Fig. 7; Fig. 8 A), mientras que en L. usitatissimum fue del
81,5 % (Fig. 7; Fig. 8 C). En algunas flores de L. burkartii, los granos de polen
se observaron débilmente coloreados, lo cual indica que son inviables
(representando el 5,73%), mientras que en L. usitatissimum representa el
18,5% (Fig. 7; Fig. 8 B, D).

Tabla 2. Porcentaje y nimero de granos de polen viables e inviables en ambas

especies.
Especie Viables Porcentaje No viables Porcentaje
L. burkartii 2745 94,2% 167 5,73%
L. usitatissimum 2176 81,5% 493 18,5%

Viabilidad de polen
3000

2500
2000

1500 L. burkartii

L. usitatissimum

1000

500

Granos viables Granos no viables

Fig. 7. Gréfico de barras de los valores sobre viabilidad de polen.
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Fig.8. Viabilidad del polen por método de coloraciéon con carmin glicerina. A-B. L. burkartii: A- Granos de polen
viables. B- Detalle de un grano de polen inviable, se aprecia el citoplasma contraido. C-D. L. usitatissimum: C-
Aspecto general de los granos de polen viables. D. Detalle de polen viable y no viable (flecha). Escalas: A, C: 200 um;
B, D: 50 um.

Caracteres generales del 6vulo

En L. burkartii y L. usitatissimum, el évulo maduro es anatropo, bitégmico y
crasinucelado. El micrépilo en las especies estudiadas esta formado por los

dos tegumentos, externo e interno.
Megasporogénesis, Megagametogénesis y gametofito femenino (Fig.9 A-G)

En L. burkartii y L. usitatissimum, la célula madre de la megaspora, luego de
la meiosis, da lugar a una tétrade lineal de megasporas. En ambas especies, la
citocinesis tanto de la meiosis | como meiosis Il es transversal. De estas
megasporas, la mas interna, es decir la mas cercana a la calaza es viable y
funcional, dando origen al gametofito femenino, mientras que las restantes
degeneran. La megaspora funcional se agranda rapidamente y por tres

cariocinesis sucesivas se origina un saco embrionario 2- nucleados, 4-
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nucleados y 8- nucleados, respectivamente. El gametdéfito femenino joven en
las especies estudiadas en el presente trabajo consiste de siete células: la
o6sfera, dos sinérgidas, la célula central binucleada y tres antipodas. Las
sinérgidas presentan un aparato filar muy pequefio. La o6sfera es escasamente
vacuolada y su nucleo ocupa una posicion calazal. La célula media es muy
vacuolada y posee dos nucleos polares. Las antipodas son pequefias y se
ubican en el extremo calazal, persisten poco tiempo durante el desarrollo en L.
burkartii mientras que en L. usitatissimum son conspicuas y permanentes. El
tipo de desarrollo del saco embrionario de las especies analizadas corresponde

al tipo Polygonum.
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Fig 9. A-C L. burkartii: A- Detalle de la megaspora calazal. B- Detalle de las sinérgidas y aparato filar. C- Detalle de
parte del saco embrionario de tipo Polygonum, con ovocélula, célula del medio y antipodas pequefias. D-G L.
usitatissimum: D- Corte transversal de un primordio sin division. E- Aspecto general del saco embrionario maduro de
tipo Polygonum (Flecha). F- Parte del saco embrionario, observandose las sinérgidas, ovocélula y célula del medio. G-
Detalle de las antipodas. Escalas: A-C: 50 pum; D, F-G: 50 um; E: 500 um. Abreviaturas: S (Sinérgidas), O (Ovocélula),
Cm (Célula del medio), A (Antipodas).
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DISCUSION

El presente estudio sobre la estructura floral y la embriologia aporta datos
de interés, los cuales permiten caracterizar a cada una de las especies
analizadas como asi también inferir las relaciones filogenéticas dentro de la

taxonomia actual de la familia.
Estructura Floral

Linaceae generalmente presenta flores con simetria actinomorfa (McDill et
al. 2009), este caracter coincide con lo observado en las especies analizadas
en el presente trabajo. Sin embargo, Schewe et al. (2011), indican que algunas

especies de la subfamilia Hugonoideae presentan flores zigomorfas.

Un carécter interesante en la familia es la presencia de heterostilia.
Histéricamente, el género Linum ha sido estudiado por el mecanismo de la
heterostilia en muchas especies (Darwin, 1864). Las especies analizadas en
este trabajo, L. burkartii y L. usitatissimum presentaron homostilia. En un
contexto macroevolutivo, la presencia de heterostilia ha sido considerada como
un caracter ancestral dentro del género (Rogers, 1982). Las especies con
heterostilia estan confinadas al Viejo Mundo, y han sido observadas en otros
géneros de las subfamilias Hugonoideae y Linoideae (Xavier et al. 1980;
Rogers, 1982; McDill et al. 2009). Por otra parte, Lattar et al. (2012) analizaron
la morfologia polinica de las especies argentinas de Linum, las autoras
indicaron que las especies estudiadas son homostilas, coincidiendo con Rogers
(1982) que indica que las mismas tienen una distribucion cosmopolita pero

estan principalmente en el Nuevo Mundo.

En miembros de Linaceae, la tendencia es presentar céliz y corola
pentamera, este dato coincide con lo observado en L. burkarti y L.
usitatissimum. En relacion al patron del desarrollo de los verticilos de
proteccion de las especies analizadas aqui, en ambas los verticilos florales se

desarrollan al mismo tiempo.

Con relacién a la morfologia floral, los caracteres comunes en ambas
especies de Linum estuvieron dados por el tipo de inflorescencia, la simetria, el
namero de piezas florales, el tipo de antera, de estigma y la dehiscencia del

fruto, estos caracteres coinciden con lo observado por Schewe et al. (2011),
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quienes estudiaron la ontogenia de las piezas florales en poblaciones europeas
heterostilas de L. usitatissimum. Sin embargo, otras especies como L.
angustifolium, L. bienne, L. catharticum, L. hirsutum y L. perenne, se
diferencian por otros caracteres como el margen de los sépalos, color de la
corola, presencia de estaminodios y color de la semilla (Singh, 1987). En
cambio, los caracteres que las diferencian a las especies estudiadas estan
dados por (Tabla 1): el color de las flores (amarillas vs. azules), la forma de los
sépalos (ovados a romboidales vs. ovados), la presencia de papilas en los

margenes de los sépalos (notables vs. inconspicuas).
Embriologia

Con relacién al niumero de estambres y a la estructura de la antera dentro
de la familia Linaceae se presenta el mismo patron, las especies estudiadas en
la presente tesina presentan anteras bitecas, son dorsifijas y la dehiscencia es
longitudinal, coincidiendo con lo observado por Singh (1987), Bacigalupo
(2005) y Schewe et al. (2011).

En relacion a la morfologia y anatomia del estigma y estilo de Linaceae,
los antecedentes son muy escasos, casi nulos. En esta tesina se detalla el
contorno del estigma que en L. burkartii es circular, mientras que en L.
usitatissimum es oblongo. De acuerdo al criterio de clasificacion de (Heslop-
Harrison & Shivanna 1977; Heslop-Harrison, 1981), estigmas humedos o
secos, las especies aqui analizadas presentan estigmas humedos. Se destaca
que en la familia no hay antecedentes relacionados con el tema, por lo que
seria interesante continuar con el estudio estructural y ultraestructural del estilo

y estigma.

Los caracteres embrioldgicos han sido de utilidad en la diagnosis de los
grupos de alto rango taxonémico (Furness & Rudall, 1999; Furness et al. 2002).
El desarrollo de la antera en L. burkartii y L. usitatissimum corresponde al tipo
basico (Davis, 1966). Este caracter es compartido por otras especies de la
subfamilia Hugonoideae (Jhori, 1992). En las especies de Linum analizadas
agui, la citocinesis es de tipo simultdnea dando lugar a tétrades de tipo
tetraédricas. El patron de formacién de las micrésporas en las especies

estudiadas seria un caracter plesiomorfico de las angiospermas (Nadot et al.
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2008), siendo comun para todas las eudicotiledoneas (Furness et al. 2002) y
estaria asociado con las aperturas tricolpadas del polen y sus derivados, tales
como las tricolporadas (Furness & Rudall, 1999). Las especies analizadas en
este trabajo presentan granos de polen tricolpados (Lattar et al. 2012 a, b).
Otro caracter relevante es la formacion de los engrosamientos fibrilares del
endotecio en relacion al desarrollo del polen de las especies analizadas. En L.
burkartii comienzan a desarrollarse en el estadio de granos de polen jovenes,

mientras que en L. usitatissimum en el estadio de granos de polen maduros.

El tapete esta formado por una capa de células especializadas que rodea
al tejido esporogeno. Presenta importancia nutricional y produce diversas
enzimas y precursores de exina (Chapman, 1987; Pacini & Franchi, 1993;
Pacini et al. 1985; Pacini, 1990). El tapete en las angiospermas puede ser de
dos tipos: ameboidal o secretor, aunque se ha sefalado la presencia de un tipo
intermedio denominado invasivo no sincicial (Furness & Rudall, 2001; Galati et
al. 2007). En las especies estudiadas en este trabajo se observa que el tapete
es de tipo secretor, siendo el tipo mas comun en las eudicotiledoneas (Furness
& Rudall, 2001; Pacini, 1990). Las células tapetales en L. burkartii son
uninucleadas mientras que en L. usitatissimum son binucleadas, el nimero de
ndcleos en las células tapetales seria un caracter destacable para diferenciar a
ambas especies. Con respecto a la viabilidad del polen, en L. usitatissimum
mostré un 81,5 % de granos de polen viables y 18,5% de granos de polen no
viables, mientras que en L. burkartii se registré un 94, 2% de granos de polen

viables y 5,73 % de polen no viable (Tabla 2).

Con relacion a la estructura del évulo, las especies estudiadas presentan
Ovulos anatropos, bitégmicos y crasinucelados coincidiendo con Schewe et al.
(2011). El micropilo esta formado por los dos tegumentos, externo e interno.
Segun Davis (1966) y Jhori (1992), la presencia de hipéstasis en la familia
Linaceae es un caracter poco frecuente, en este trabajo no se ha observado.
La ubicacion de las antipodas en las especies estudiadas es en el polo calazal,
coincidiendo con las observaciones de Davis (1966) y Jhori (1992), las
antipodas son pequefias y efimeras en L. burkartii, mientras que en L.
usitatissimum son conspicuas y persistentes, por lo que se estima que las

mismas tendrian funciones nutricias durante el desarrollo del embrién. Con

Paula A. Gustin Corrientes, 2018



relacion al desarrollo del megagametdfito, las especies analizadas tienen un
desarrollo monosporico, por lo que el megagametofito es de tipo Polygonum.
Esto coincide con las observaciones de Jhori (1992) y Schewe et al. (2011)

realizadas en especies de Hugonoideae.
CONCLUSION

McDill en 2009 ha propuesto dentro de Linaceae una nueva subdivision
en dos subfamilias: Hugonoideae y Linoideae, basada en datos moleculares y
morfologicos. En la subfamilia Linoideae se incluyen a las especies del género
Linum. Los resultados aqui obtenidos como la morfologia floral y los caracteres
embriol6gicos, son significativos para apoyar la reciente clasificacion de la
familia Linaceae. Los datos derivados de esta tesina son de gran importancia
para el conocimiento de la morfologia floral y de los procesos embrioldgicos en
Linum y esto puede contribuir a nuevas vias de estudios como la
susceptibilidad polen-pistilo en los cultivares de lino, ya que podrian afectar el
rendimiento y/o calidad de los mismos.
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