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RESUMEN

Las cactaceas son un grupo de plantas que se caracterizan por presentar una gran
diversidad floral, que ha sido asociada a la polinizacion por animales. Esta diversidad se
ha descripto con base en la forma, el tamafio y el color de las flores, pero pocas veces
sustentada con caracteres morfologicos y anatdmicos. En esta tesis se estudio la morfo-
anatomia floral de 19 especies de Cactaceae, que representan a tres clados de la
subfamilia Cactoideae que presentan el espectro completo de especializaciones
fenotipicas documentadas para el NOA: 1) flores ornitofilas, 2) flores melitofilas y 3)
flores esfingofilas. Un total de 17 especies corresponden a la tribu Trichocereeae:
Cleistocactus baumannii (Lem.) Lem., C. hyalacanthus (K. Schum.) Rol.-Goss., C.
smaragdiflorus (F.A.C. Weber) Britton & Rose, Denmoza rhodacantha (Salm-Dyck)
Britton & Rose, Echinopsis ancistrophora Speg., E. atacamensis (Phil.) H. Friedrich &
G.D. Rowley, E. aurea Britton & Rose, E. haematantha (Speg.) D.R. Hunt, E.
schickendantzii F.A.C. Weber, E. terscheckii (Parm. ex Pfeiff.) Friedrich & G.D.
Rowley, E. thionantha (Speg.) D.R. Hunt, E. tubiflora (Pfeiff.) Zucc. ex A. Dietr.,
Gymnocalycium saglionis (F. Cels) Britton & Rose, G. schickendantzii (F.A.C. Weber)
Britton & Rose, G. spegazzinii Britton & Rose, Harrisia pomanensis (F.A.C. Weber ex
K. Schum.) Britton & Rose, y Rebutia minuscula K. Schum. Como grupo externo se
analizaron las flores de Parodia microsperma (F.A.C. Weber) Speg. (tribu
Browningiaeae), y de Stetsonia coryne (Salm-Dick) Britton & Rose (tribu Notocacteae).
Con el objetivo de describir y comparar la estructura floral en Trichocereeae en el
contexto de la especializacion fenotipica floral registrada, se analizaron caracteres
morfolégicos y anatémicos de los diferentes verticilos florales dentro del linaje, con el
propdsito de detectar posibles sinapomorfias que apoyen a los diferentes clados y
subclados de las clasificaciones moleculares méas recientes. En este contexto, se
procesaron botones florales en preantesis y flores en antesis, fijadas en FAA, con
técnicas convencionales para microscopia optica, microscopia electronica de barrido y
microscopia de fluorescencia. Adicionalmente, en algunos taxones con rasgos
particulares se emplearon técnicas para observaciones con microscopia electronica de
transmision y microscopia de contraste de interferencia diferencial. EI material
analizado proviene de la provincia de Salta, donde se ubican las poblaciones naturales
de las especies. Los resultados obtenidos se organizaron en cinco capitulos, se presenta

a continuacion una sintesis de cada uno de ellos. El género Echinopsis es el mas diverso



dentro de Trichocereeae, con flores infundibuliformes de diferentes tamafios y colores,
polinizadas por aves, abejas y polillas. Sin embargo, presenta un Bauplan conservado,
con patrones anatdmicos similares en especies que difieren en la especializacion
fenotipica a diferentes polinizadores. Se estudio la estructura del nectario floral de
especies con diferentes especializaciones fenotipicas florales para determinar si
presentaban un patrén comdn en géneros relacionados evolutivamente (Cleistocactus,
Denmoza y Echinopsis) que comparten el mismo tipo de polinizador, aunque no todas
las especies muestran flores especializadas a la ornitofilia. Las especies analizadas
exhiben nectarios hipantiales estructurados, en la base de los filamentos soldados al
tubo se forma una camara donde se acumula el néctar. Caracteristicas epidérmicas
permiten diferenciar los tres generos. La estructura bésica de la cAmara nectarifera es
relativamente conservada, y no es posible establecer una relacion entre la anatomia del
nectario floral, la especializacion fenotipica de las flores y los polinizadores efectivos de
este linaje. Se destaca la estructura de la camara nectarifera en Denmoza, que presenta
paredes muy desarrolladas, haces vasculares que penetran profundamente en el tejido
nectarifero, un tapén de tricomas lanosos y estaminodios en la porcion superior de la
camara. Las caracteristicas ultraestructurales del nectario floral de E. terscheckii,
sugieren que la secrecién del néctar sigue un camino mixto, a través de estomas y a
través de la cuticula de los tricomas epidérmicos. El androceo en el género
Gymnocalycium reveld caracteristicas que apoyan la monofilia del mismo, como la
presencia de hilos que conectan a los granos de polen, la presentacion secundaria del
polen, y tricomas en los filamentos. El gineceo de los taxones de Trichocereeae
analizados presenta caracteristicas conservadas, como por ejemplo, dvulos circin6tropos
con tricomas en el funiculo, estilo semicerrado, I6bulos estigméaticos con tricomas
epidérmicos multicelulares, multiseriados. Se presenta el primer registro para la familia
de presencia de picos nucelares en dos especies de Echinopsis. El analisis del recorrido
del tubo polinico sugiere que los tubos crecen en la matriz intercelular del tejido de
transmision. Por altimo, el mapeo de caracteres florales en la filogenia molecular de
Echinopsis s.lI. revelé que la mayoria de los 43 caracteres analizados son homoplésicos,
ya que sus estados de caracter aparecen de manera independiente en mas de dos
oportunidades en taxones no emparentados. Sin embargo, muchos de ellos son utiles
para apoyar subclados dentro de esta filogenia. Los resultados obtenidos en esta tesis

constituyen un aporte original a la caracterizacion morfologica y anatomica de las flores



en Cactaceae, que revela datos novedosos para la familia, y aportan informacion para

comprender las relaciones filogenéticas en la tribu Trichocereeae.

ABSTRACT

Cacti are a group of plants characterized by a great floral diversity, which has been
associated with pollination by animals. This diversity has been described based on
shape, size and color of the flowers, but rarely supported by morphological and
anatomical characters. This thesis studied the floral morpho-anatomy of 19 species of
Cactaceae, which represents three clades of the Cactoideae subfamily and presents the
full spectrum of documented phenotypic specializations for NOA: 1) ornithophilous
flowers, 2) melitophilious flowers and 3) sphingophilous flowers. A total of 17 species
corresponds to the Trichocereeae tribe: Cleistocactus baumannii (Lem.) Lem., C.
hyalacanthus (K. Schum.) Rol.-Goss., C. smaragdiflorus (F.A.C. Weber) Britton &
Rose, Denmoza rhodacantha (Salm-Dyck) Britton & Rose, Echinopsis ancistrophora
Speg., E. atacamensis (Phil.) H. Friedrich & G.D. Rowley, E. aurea Britton & Rose, E.
haematantha (Speg.) D.R. Hunt, E. schickendantzii F.A.C. Weber, E. terscheckii (Parm.
ex Pfeiff.) Friedrich & G.D. Rowley, E. thionantha (Speg.) D.R. Hunt, E. tubiflora
(Pfeiff.) Zucc. ex A. Dietr.,, Gymnocalycium saglionis (F. Cels) Britton & Rose, G.
schickendantzii (F.A.C. Weber) Britton & Rose, G. spegazzinii Britton & Rose,
Harrisia pomanensis (F.A.C. Weber ex K. Schum.) Britton & Rose, and Rebutia
minuscula K. Schum. As external group, Parodia microsperma (F.A.C. Weber) Speg.
(Browningiaeae tribe), and Stetsonia coryne (Salm-Dick) Britton & Rose (Notocacteae
tribe) were analyzed. With the aim to describe and compare the floral structure in
Trichocereeae, in the context of the floral phenotypic specialization recorded,
morphological and anatomical characters of different floral whorls were analyzed, with
the purpose of detect possible synapomorphies that support the different clades and
subclades of the most recent molecular classifications. In this context, flower buds in
pre-anthesis and flowers in anthesis, fixed in FAA, were processed with conventional
techniques for optical microscopy, scanning electron microscopy and fluorescence
microscopy. Additionally, in some taxa with particular features, were employed
techniques for observations with transmission electron microscopy and differential
interference contrast microscopy. The analyzed material comes from Salta province,
where the natural populations of the species are located. The results obtained were

organized in five chapters, a synthesis of them is presented as follows. The genus
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Echinopsis is the most diverse within Trichocereeae, with infundibuliform flowers of
different sizes and colors, pollinated by birds, bees and moths. However, it presents a
preserved Bauplan, with similar anatomical patterns in species that differ in phenotypic
specialization to different pollinators. The structure of the floral nectary of species with
different floral phenotypic specializations was studied to determine if they had a
common pattern, in evolutionarily related genera (Cleistocactus, Denmoza and
Echinopsis) that share the same type of pollinator, although not all species show
specialized ornitophilous flowers. The analyzed species exhibit structured hipantial
nectaries, at the base of the filaments welded to the tube a chamber is formed where the
nectar accumulates. Epidermal characteristics allow distinguish the three genera. The
basic structure of the nectar chamber is relatively conserved, and it is not possible to
establish a relationship between the anatomy of the floral nectary, the phenotypic
specialization of flowers and the effective pollinators. The structure of the nectar
chamber in Denmoza stands out, because of its highly developed walls, vascular
bundles that penetrate deep into the nectariferous tissue, a plug of woolly trichomes and
staminodes in the upper portion of the chamber. The ultrastructural characteristics of the
floral nectary of E. terscheckii suggest that the secretion of the nectar follows a mixed
path, through stomata and through the cuticle of the epidermal trichomes. The
androecium in Gymnocalycium revealed characteristics that support its monophyly,
such as the presence of threads that connect pollen grains, secondary pollen
presentation, and trichomes in filaments. The gynoecium of the Trichocereeae taxa
analyzed has conserved characteristics, such as, circinotropous ovules with trichomes in
the funiculus, semi-closed style, and stigmatic lobes with multicellular, multiseriate
epidermal trichomes. The first record for the family of presence of nucelar beaks in two
species of Echinopsis is presented. The analysis of the pathway of the pollen tube
suggests that tubes grow in the intercellular matrix of the transmission tissue. Finally,
the mapping of floral characters in the molecular phylogeny of Echinopsis s.I. revealed
that most of the 43 characters analyzed are homoplasic, since they appear independently
on more than two occasions in unrelated taxa. However, many of them are useful to
support subclades within this phylogeny. The results obtained in this thesis constitute an
original contribution to the morphological and anatomical characterization of flowers in
Cactaceae, which reveals novel data for the family, and provide information to

understand the phylogenetic relationships in the Trichocereeae tribe.
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ANTECEDENTES

La familia Cactaceae Juss.

Los cactus han llamado la atencion de botanicos y coleccionistas desde tiempos
remotos debido a su gran diversidad, su morfologia inusual y sus llamativas flores. El gran
interés como plantas ornamentales, ha llevado a un incremento del nimero de especies
descriptas y un aumento de sinénimos (Anderson, 2001; Griffith, 2004; Hunt, 2006; Ritz et
al., 2007). Las clasificaciones tradicionales de Cactaceae se basan principalmente en la
morfologia; sin embargo, el alto nivel de convergencia dentro de la familia no permite

clasificaciones confiables basadas en su morfologia (Ritz et al., 2007).

Conforme al APG IV (2016), Cactaceae forma parte del orden Caryophyllales,
clado Superasterideas. La diversidad actual de la familia incluye 1427 especies
pertenecientes a unos 124 géneros (Hunt, 2006). Las clasificaciones mas modernas
reconocen cuatro subfamilias: Pereskioideae, Maihuenioideae, Opuntioideae y Cactoideae
(Wallace, 1995a; Wallace & Dickie, 2002; Nyffeler, 2002; Edwards et al., 2005; Anderson,
2005; Barcenas et al., 2011).

Se ha establecido que el origen de este linaje se produjo en Ameérica del Sur
(Hernandez-Hernandez et al., 2014, y referencias en el mismo), situando el origen més
probable de la familia, asi como el de las subfamilias Opuntioideae y Cactoideae, en la
region Andina comprendida entre Argentina, Chile, y el sur de Bolivia. Las cuatro
subfamilias de Cactaceae se encuentran a lo largo de los Andes, con una, Maihuenioideae,
endémica del sur y de la meseta patagénica (Franck et al., 2013). Ademas, el hecho de que
muchas especies de Cactaceae filogenéticamente basales (Nyffeler, 2002; Crozier, 2005;
Griffith & Porter, 2009; Korotkova et al., 2010; Hernandez-Hernandez et al., 2011) se
encuentran a lo largo de los Andes, sumado a que varios géneros monotipicos estan
restringidos a esta region, respalda la hipétesis de un origen del linaje en el centro-oeste de
Sudamérica. Probablemente este evento haya ocurrido finalizado el Cretacico (Anderson,
2001), aungue Arakaki et al. (2011) y Hernandez-Hernandez et al. (2014) estimaron el
origen del clado a finales del Eoceno tardio, alrededor de 35 millones de afios atrés. Los

mismos autores coinciden que la mayor divergencia y radiacion adaptativa fue ain mas
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reciente, ubicando el origen de los clados de mayor riqueza en el Mioceno tardio (10 a 5
millones de afios atras), momento en el que surgieron grandes extensiones de ambientes
aridos (Arakaki et al., 2011).

Se han postulado hipdtesis robustas de relaciones profundas existentes para tres de
las cuatro subfamilias; sin embargo, las relaciones entre éstas no han podido ser bien
definidas en su totalidad (Edwards et al., 2005; Barcenas et al., 2011). Todos los estudios
han reconocido la monofilia de las subfamilias Maihuenioideae, Opuntioideae Yy
Cactoideae, mientras que Pereskioideae aparece como la Unica subfamilia parafilética,
reflejando varios eventos en la evolucion temprana de la familia (Edwards et al., 2005;
Barcenas et al., 2011) (Fig. 1).

Pereskia portulacifolia

Pereskia marcanoi
[WRY:3

Pereskia zinniiflora "Northern” |99
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Figura 1. Relaciones intrafamiliares en Cactaceae. Cladograma modificado de Barcenas et
al. (2011), comparado con la topologia del arbol resumen obtenido por Edwards et al.
(2005).
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La familia aparece como un linaje endémico del Nuevo Mundo, presente en la
mayoria de los biomas, se extiende desde Canada hasta Argentina (Gibson & Nobel, 1986).
La mayor diversidad de especies se concentra principalmente en México, con dos centros
secundarios de diversificacion en Sudamerica, uno en la region sudoeste de los Andes, y el
otro al este de Brasil (Ritz et al., 2007; Hernandez-Hernandez et al., 2011). EI noroeste de
Argentina forma parte del segundo centro de diversidad asociado a la Cordillera de los
Andes, y representa un punto caliente de biodiversidad en la tierra o "hotspot” (Ritz et al.,
2007). Esta diversidad incluye especies de tres subfamilias, con excepcion de la pequefia

subfamilia patagonica Maihuenioideae.

Solo una especie de Cactaceae, Rhipsalis baccifera (Sol.) Stearn, se encuentra
naturalmente fuera de América, en regiones de Africa tropical, Madagascar y algunas islas
del Océano indico (Barthlott, 1983); este caso se ha explicado como un evento de reciente
dispersion a larga distancia por las aves (Gibson & Nobel, 1986; Barthlott & Hunt, 1993).

La monofilia de Cactoideae esta soportada molecularmente por una delecion dentro
del espaciador intergénico trnT-trnL (Applequist & Wallace, 2002). Esta subfamilia incluye
al mayor namero de géeneros y especies (Anderson, 2001; Hunt, 2006), como asi también la
mayor diversidad de formas de crecimiento dentro de la familia (Hernandez-Hernandez et
al., 2011), presenta mas del 80% de las especies descriptas (Ritz et al., 2007). Sin embargo,
el arreglo tradicional de los géneros en diferentes tribus, la monofilia de grandes géneros y
la monofilia de algunas tribus es un aspecto aun controvertido (Ritz et al., 2007). Anderson
(2001) ha reconocido nueve tribus dentro de la subfamilia, no obstante, analisis moleculares
posteriores muestran que las tribus de Cactoideae no son monofiléticas (Nyffeler, 2002;
Ritz et al., 2007). Nyffeler (2002) y Ritz et al. (2007) han reconocido un grupo
monofilético mas amplio denominado “clado BCT”, altamente soportado, conformado por
las tribus Browningieae, Cereeae y Trichocereeae, aunque ninguna de ellas se revela como

monofilética.

La tribu Trichocereeae, tradicionalmente reconocida por presentar flores con
pericarpelo escamoso o piloso (Barthlott & Hunt, 1993; Anderson, 2001), ha diversificado
en el hemisferio Sur (Nyffeler, 2002; Hernandez-Hernandez et al., 2011), con cuatro

formas de crecimiento, globosa, columnar, arborescente o rastrera. Se distribuye
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principalmente en América del Sur y posee su centro de diversidad en los Andes (Ortega-
Baes et al., 2015). Representa la segunda tribu mas numerosa de la subfamilia (Gibson &
Nobel, 1986; Anderson, 2001). Es un grupo muy diverso que muestra una amplia variacion
en cuanto a la especializacion fenotipica de las flores en relacion a los diferentes agentes
polinizadores: cuenta con especies clasificadas como ornitofilas (con flores con rasgos
tipicamente asociados a la polinizacion por aves, en los géneros Cleistocactus Lem.,
Denmoza Britton & Rose, y Oreocereus (A. Berger) Riccob.), especies melitdfilas (con
rasgos florales asociados a la polinizacion por abejas, por ejemplo en Gymnocalycium
Pfeiff. ex Mittler), y especies esfingofilas (con caracteres en sus flores que se relacionan a
la polinizacidon por mariposas nocturnas, como en algunas especies de Echinopsis Zucc. y
Harrisia Britton) (Anderson, 2001; Hunt, 2006). En el noroeste de Argentina, esta
representada por especies de los géneros Cleistocactus, Denmoza, Echinopsis,
Gymnocalycium, Harrisia, Oreocereus y Rebutia K. Schum. (Hunt, 2006). Los estudios
filogenéticos més recientes, basados en marcadores cloroplasticos y nucleares, no reflejan
las delimitaciones tradicionales de las tribus y de los grandes géneros, y sugieren que las
relaciones dentro de Trichocereeae permanecen inconclusas, y que Echinopsis, en sentido
amplio, no es monofilético y esta cercanamente relacionado a Harrisia (Nyffeler, 2002;
Ritz et al., 2007; Korotkova et al., 2010; Béarcenas et al., 2011; Hernadndez-Hernandez et
al., 2011; Schlumberger & Renner, 2012).

Echinopsis es uno de los géneros mas controversiales debido a la enorme diversidad
en cuanto a formas de vida, y fenotipos florales que reflejan todos los modos de
polinizacion descritos para la tribu. De acuerdo a la filogenia molecular de Schlumberger &
Renner (2012), Echinopsis s.I. es un grupo monofilético que incluye géneros estrechamente
relacionados, entre ellos Cleistocactus, Denmoza, Harrisia (Anderson, 2001; Hunt, 2006).
Dentro de este diverso linaje se destaca la presencia de especies polinizadas por abejas,
aves, y mariposas nocturnas (de Viana et al., 2001; Schlumberger & Badano, 2005;
Gorostiague, 2015; Gorostiague & Ortega Baes, 2016; Gorostiague & Ortega Baes, 2017).
Dadas estas particularidades, este linaje resulta interesante para evaluar diferencias
estructurales en las flores, que podrian aportar datos para apoyar las filogenias moleculares

mas recientes.
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Las cactaceas son un grupo de plantas que caracterizan a la flora de las regiones
aridas y semiaridas del continente americano (Ortega-Baes et al., 2010). Uno de los
atributos mas distintivos de los cactus es la presencia de espinas, tradicionalmente
entendidas como hojas modificadas (Anderson, 2001), desarrolladas en respuesta a los
ambientes aridos en donde han evolucionado. Ademas, han desarrollado sistemas
intrinsecos de gestion del agua, como la recoleccion de agua a través de espinas, la
absorcion de agua a través de tricomas y el almacenamiento de agua mediante mucilago
(Kim et al., 2017).

En los ambientes donde se desarrollan, establecen interacciones positivas con otras
especies de plantas y animales a través de los procesos de polinizacion, produccion y
dispersion de semillas, y establecimiento de plantulas (Godinez-Alvarez et al., 2003). Con
referencia al proceso de polinizacion se ha indicado que los diferentes tipos florales
descriptos tienen una relacion estrecha con los animales que visitan las flores y las
polinizan eficientemente (Gibson & Nobel, 1986; Pimienta-Barrios & del Castillo, 2002).

La polinizacion por abejas es el sistema méas extendido en la familia, y es
considerada la condicion primitiva (Anderson, 2001). Mientras que, la polinizacion por
aves, murciélagos y mariposas nocturnas son condiciones derivadas, menos comunes dentro
de la familia, pero tienden a ser comunes en algunas tribus como Pachycereeae y
Trichocereeae (Grant & Grant, 1979; Gibson & Nobel, 1986). A pesar de ello, numerosas
especies de cactaceas presentan sistemas de polinizacion generalistas, donde sus flores son
visitadas por un amplio espectro de animales, incluyendo a visitantes no esperados de

acuerdo al sindrome floral (Fleming et al., 2001; Ortega-Baes et al., 2011).

Las flores en Cactaceae

En la literatura sobre la familia, se conocen descripciones florales en trabajos
taxondmicos (Britton & Rose, 1919-1923; Lawrence, 1951; Buxbaum, 1953; Kiesling,
1975; Anderson, 2001, Kiesling et. al., 2011), o en estudios de biologia floral (Fleming et
al., 2001; de Viana et al., 2001; Scobell & Scott, 2002; Nassar & Ramirez, 2004; Rivera-
Marchand & Ackerman, 2006; Munguia-Rosas et al., 2009; Ortega-Baes et al., 2010;
Walter 2010, Larrea-Alcazar & Lopez, 2011, Alonso-Pedano & Ortega-Baes, 2012; Ortega-
Baes & Gorostiague, 2013; Gorostiague & Ortega-Baes, 2014). Si bien se cuenta con
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investigaciones sobre la embriologia (Hernandez-Garcia & Garcia-Villanueva, 1991;
Nufiez-Mariel et al., 2001; Silva, 2007; Strittmatter et al., 2002), s6lo se conocen unos
pocos estudios referidos a la morfo-anatomia de las flores (Buxbaum, 1953; Boke, 1963,
1966, 1968; Fuentes-Pérez et al., 2009; Almeida et al., 2010).

Los miembros de Cactaceae se caracterizan por mostrar una amplia variedad de
formas y tamafios en las flores (Cota Sanchez, 1996). Dentro del género Rhipsalis se
encuentran las flores mas pequefias, con apenas 5 mm de diametro, y las mas grandes
dentro de Hylocereus (A. Berger) Britton & Rose y Selenicereus (A. Berger) Britton &
Rose con cerca de 40 cm de diametro y tubos florales muy largos (Anderson, 2001). La
estructura floral en la familia muestra una gran diversidad de caracteres relacionados a la
adaptacion a ambientes secos y diferentes modos de polinizacion. Tradicionalmente, se ha
postulado que el color de las flores esta asociado a la polinizacion por animales, y
diferentes colores han sido relacionados a diferentes tipos de animales (Rowley, 1980;
Anderson, 2001).

Las flores de las especies de Trichocereeae del noroeste de Argentina pueden ser
agrupadas en tres tipos basicos: 1) flores melitofilas, 2) flores ornitofilas, y 3) flores
esfingdfilas. Sin embargo, la evidencia actual indica que todas las especies estudiadas en
esta region poseen sistemas de polinizacion generalistas, donde ensambles diversos de
animales visitan las flores (Ortega-Baes et al., 2010; Walter, 2010; Larrea-Alcazar &
Lopez, 2011; Alonso-Pedano & Ortega-Baes, 2012; Gorostiague, 2012; Barrionuevo, 2012;
Ortega-Baes & Gorostiague, 2013; Gorostiague & Ortega-Baes, 2015). Esta particularidad
es relevante para poner a prueba la idea de que, dentro de un linaje, las caracteristicas
florales estan estrechamente relacionadas con los tipos de visitantes florales que acceden a

las flores. Se presenta a modo ilustrativo el esquema de una flor de Echinopsis (Fig. 2).
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tépalos petaloideos
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Figura 2. Esquema de una flor de Echinopsis, modificado de Kiesling (1975).

Nectarios florales en Cactaceae

De acuerdo a Bernardello (2007), los estudios realizados en la familia, revelan que
el néctar se secreta en un receptaculo anular en los géneros Pereskia Mill. y Rhipsalis
Gaertn., o a lo largo de la porcion basal del hipantio (Zandonella, 1977; Barthlott & Hunt,
1993; Nassar et al., 1997); en este Gltimo caso, pueden aparecer estructuras definidas como
camaras de néctar, formadas por diferentes 6rganos (p. ej., apéndices filamentosos o
hipantiales). Entre los escasos antecedentes que presentan, es importante mencionar los mas
recientes, a saber: la investigacion realizada en especies mexicanas del género Opuntia
Mill. donde se describe y compara la anatomia floral con el fin de contribuir al
conocimiento del género (Fuentes-Pérez et al., 2009); el estudio descriptivo de la morfo—
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anatomia de la flor de Epiphyllum phyllanthus (L.) Haw. (Almeida et al., 2010); la
contribucion de Almeida et al. (2012) acerca de la morfologia de nectarios florales y
extraflorales del cactus epifito Rhipsalis teres (Vell.) Steud., y las respectivas
concentraciones de néctar de cada estructura. La investigacion mas reciente de Aguero et
al. (2018), que versa sobre la estructura y ultraestructura de nectarios florales de dos
especies de Opuntia, vincula estos atributos al funcionamiento de dicha estructura y a sus

polinizadores.

OBJETIVOS

Objetivo General

Las cactaceas son un grupo de plantas que se caracterizan por presentar una gran
diversidad floral, que ha sido asociada a la polinizacion por animales. Esta diversidad se ha
descripto con base en la forma, el tamario y el color de las flores, pero pocas veces con base
en caracteres micro-morfoldgicos y anatomicos. El proposito principal de este proyecto de
tesis fue estudiar la estructura floral en la tribu Trichocereeae en el contexto de la
especializacion fenotipica floral registrada (flores de abejas, de aves y de mariposas
nocturnas), analizando la evolucion de esta estructura dentro de este linaje, con
representantes de los géneros Cleistocactus (C. baumannii (Lem.) Lem., C. hyalacanthus
(K. Schum.) Rol.-Goss., C. smaragdiflorus (F.A.C. Weber) Britton & Rose); Denmoza (D.
rhodacantha (Salm-Dyck) Britton & Rose); Echinopsis (E. ancistrophora Speg., E.
atacamensis (Phil.) H. Friedrich & G.D. Rowley, E. aurea Britton & Rose, E. haematantha
(Speg.) D.R. Hunt, E. schickendantzii F.A.C. Weber, E. terscheckii (Parm. ex Pfeiff.)
Friedrich & G.D. Rowley, E. thionantha (Speg.) D.R. Hunt, E. tubiflora (Pfeiff.) Zucc. ex
A.Dietr.); Gymnocalycium (G. saglionis (F. Cels) Britton & Rose, G. schickendantzii
(F.A.C. Weber) Britton & Rose, G. spegazzinni Britton & Rose); Harrisia (H. pomanensis
(F.A.C. Weber ex K. Schum.) Britton & Rose); y Rebutia (R. minuscula K. Schum.).

~12 ~



Capitulo 1

Obijetivos Especificos

1) Describir el plan general de organizacion de la flor en el género Echinopsis.

2) Comparar la morfologia y anatomia entre flores de especies que difieren en su
especializacién fenotipica a la polinizacion, como asi tambiéen entre linajes (géneros) dentro
de la tribu.

3) Describir el nectario floral de los diferentes géneros presentes en la tribu.

4) Interpretar el valor taxondmico de los caracteres florales analizados en funcion de
su variabilidad.

5) Analizar la evolucion de la estructura floral, mapeando caracteres seleccionados,
con base en la filogenia publicada para el género Echinopsis.

6) Analizar el plan general de organizacion de la flor de Stetsonia coryne (Salm-
Dyck) Britton & Rose (tribu Browningieae) y Parodia microsperma (F.A.C. Weber) Speg.
(tribu Notocacteae), especies seleccionadas como grupo externo que se usaran para mapear

los caracteres.

HIPOTESIS

La anatomia floral de las especies de los géneros de la tribu Trichocereeae presenta
el mismo patrén de organizacion interna. Por lo tanto, los tipos florales definidos con base
en la especializacion fenotipica a la polinizacién dentro de un genero estan relacionados a

diferencias en la formay el color.
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MATERIALES
Campafias de coleccion

Se realizaron cuatro viajes de coleccion en la provincia de Salta, en los afios 2014
(dos viajes), 2016 y 2018. Cada viaje fue realizado dentro del periodo de floracién de las

diferentes especies, comprendido entre los meses de julio-agosto hasta diciembre-enero.

Localidades visitadas

La distribucién de las poblaciones de las cuales fueron tomadas las muestras de las 18

especies contempladas en esta investigacion se muestra en la Fig. 3.
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Figura 3. Localidades de coleccion del material analizado.
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Se realizaron las siguientes actividades:
Herborizacion del material

Los especimenes fueron coleccionados por duplicado, prensados y secados para su
posterior etiquetado, montaje e incorporacion al herbario del Instituto de Botanica del
Nordeste (CTES).

Se tomaron fotografias digitales de las diferentes plantas y flores en el campo para
ilustrar el trabajo.

Coleccion de material para obtencion de preparados histoldgicos

Se colectaron entre 3 a 5 botones florales con tamafio de preantesis y flores en
antesis por cada especie en sus respectivas areas de distribucion natural. Las muestras se
cortaron transversal y longitudinalmente. Cuando las flores fueron diseccionadas
transversalmente, se cortaron porciones de aproximadamente 1 cm de longitud, desde la
region proximal a la regién distal de la flor, para facilitar la penetracién del fijador en los
tejidos. Para los cortes longitudinales, las flores fueron divididas por la mitad. Todos los
segmentos se colocaron en frascos con fijador, rotulados para cada especie, para su

posterior aplicacion en diferentes técnicas de anatomia vegetal.
Especimenes analizados

Para esta investigacion se seleccionaron especies de la tribu Trichocereeae, por
tratarse de la segunda tribu méas grande de la subfamilia Cactoideae que ha diversificado en

el hemisferio Sur.

Las especies seleccionadas incluyen todo el espectro de flores de acuerdo a la
especializacién fenotipica descripta para la diversidad floral de las cactaceas del noroeste
de Argentina: flores de abejas, de aves y de mariposas nocturnas. Las especies se citan de

acuerdo al International Plant Names Index (IPNI - http://www.ipni.org/).

Cleistocactus baumannii (Lem.) Lem.

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifia, Ruta 52, La Bodeguita, 4.XI.16,
Gonzélez V.V. et al. 5 (CTES).
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Cleistocactus hyalacanthus (K. Schum.) Rol.-Goss.

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Los Andes, Ruta 51, 6.X1.16, Gonzéalez V.V. et al.
s.n. (CTES).

Cleistocactus smaragdiflorus (F.A.C. Weber) Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifia, Ruta 52, La Bodeguita, 4.XI.16,
Gonzélez V.V. et al. 4 (CTES).

Denmoza rhodacantha (Salm-Dyck) Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Cachi, Parque Nacional Los Cardones, 8.XI1.16,
Gonzélez V.V. etal. 17 (CTES).

Echinopsis ancistrophora Speg.

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Capital, Rio Vaquero, 10.X1.16, Gonzélez V.V. et
al. 20 (CTES).

Echinopsis atacamensis (Phil.) H. Friedrich & G.D. Rowley

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Cafayate, Ruta 2, Estancia Piatelli, Cafayate,
7.X1.16, Gonzélez V.V. et al. 14 (CTES).

Echinopsis aurea Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Cafayate, Ruta 68, Quebrada de Las Conchas,
Puente Morales, 7.X1.16, Gonzalez VV.V. et al. 11 (CTES).

Echinopsis haematantha (Speg.) D.R. Hunt

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Cachi, Parque Nacional Los Cardones, 8.XI1.16,
Gonzélez V.V. et al. 16 (CTES).

Echinopsis schickendantzii F.A.C. Weber

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Cafayate, Ruta 33, km 51, La Virgen, Cuesta del
Obispo, 8.X1.16, Gonzélez V.V. et al. 18 (CTES).

Echinopsis terscheckii (Parm. ex Pfeiff.) Friedrich & G.D. Rowley
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ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifia, Ruta 68, La Vifa, 7.X1.16, Gonzélez
V.V.etal. 10 (CTES).

Echinopsis thionantha (Speg.) D.R. Hunt

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Molinos, Ruta 40, Seclantas, 8.X1.16, Gonzéalez
V.V.etal. 15 (CTES).

Echinopsis tubiflora (Pfeiff.) Zucc. ex A. Dietr.

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifia, Ruta 52, La Bodeguita, 4.XI.16,
Gonzélez V.V. et al. 9 (CTES).

Gymnocalycium saglionis (F. Cels) Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifia, Ruta 52, La Bodeguita, 4.XI.16,
Gonzéalez V.V. et al. 3 (CTES).

Gymnocalycium schickendantzii (F.A.C. Weber) Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifla, Ruta 52, La Bodeguita, 4.XI.16,
Gonzélez V.V. et al. 6 (CTES).

Gymnocalycium spegazzinii Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Cafayate, Ruta 68, EI Obelisco, 7.X1.16, Gonzélez
V.V.etal. 13 (CTES).

Harrisia pomanensis (F.A.C. Weber ex K. Schum.) Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifia, Ruta 52, La Bodeguita, 4.XI.16,
Gonzélez V.V. et al. 8 (CTES).

Parodia microsperma (F.A.C. Weber) Speg.

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. La Vifia, Ruta 52, La Bodeguita, 4.XI.16,
Gonzélez V.V. etal. 7 (CTES).

Rebutia minuscula K. Schum.

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. Cafayate, Ruta 33, Cuesta del Obispo, 8.XI.16,
Gonzélez V.V. et al. s.n. (CTES).
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Stetsonia coryne (Salm-Dick) Britton & Rose

ARGENTINA. Prov. Salta. Dep. General Glemes, Ruta 34, entre Gliemes y Pampa
Blanca, 10.X1.16, Gonzélez V.V. et al. 19 (CTES).

Del listado original de especies propuestas en el plan de tesis doctoral, se decidid
quitar a la especie Echinopsis angelesiae (R. Kiesling) G.D. Rowley, por tratarse de un
taxdn dificil de coleccionar debido a sus poblaciones pequefias y poco abundante. Por otra
parte, se decidié agregar al listado original a Cleistocactus hyalacanthus para abarcar a
todas las especies del género que habitan en Argentina, y a Rebutia minuscula, como
representante del género Rebutia, revelado como grupo externo cercanamente emparentado

con Echinopsis s.1. (sensu Schlumpberger & Renner, 2012).

METODOLOGIA

TECNICAS PARA EL ANALISIS EXOMORFOLOGICO DE LA FLOR
Diafanizacion de tépalos sepaloideos y petaloideos

Para el estudio de la vascularizacion de las piezas del perigonio, se realizaron
preparados histologicos temporales siguiendo la técnica de diafanizacion, segun el
protocolo propuesto por Johansen (1940); para ello los tépalos sepaloides y petaloides se
colocaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 6 %, hasta alcanzar su clarificacion.
Luego las muestras se lavaron con agua destilada. Posteriormente, se tifieron en una

solucidn de safranina diluida en agua y se montaron en una gota de agua.

Morfometria floral

Para el género Echinopsis, se selecciond una especie (E. tubiflora), de acuerdo a la
disponibilidad de material en el campo. Las flores fueron colectadas y fijadas en alcohol
70%. Se midieron 20 flores en antesis, elegidas al azar. Se registraron las siguientes
caracteristicas florales: diametro de corola, longitud de flor, longitud de gineceo, longitud y
didmetro del ovario, nimero de dvulos, longitud del estilo, longitud del estigma, nimero de
I6bulos, longitud de estambres, numero de estambres, numero de granos de polen, y

longitud y didmetro de la cdmara nectarifera.
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El andlisis de los caracteres exomorfoldgicos de flores frescas y fijadas se llevd a
cabo con microscopio estereoscopico Leica MZ6 con camara digital incluida.

Andlisis con microscopio electrénico de barrido (MEB)

Para las observaciones de caracteres exomorfologicos de los diferentes verticilos
florales se aplicaron técnicas clasicas para microscopia electrénica de barrido (O'Brien &
McCully, 1981). Las muestras previamente fijadas en FAA (formol-alcohol-4cido acético),
fueron sometidas a una serie creciente de acetona posteriormente secadas a punto critico
con CO>. La metalizacion se llevo a cabo con un delgado bafio de oro-paladio. Las piezas
florales fueron seccionadas y separadas por verticilos. Las fotomicrografias se obtuvieron
con microscopio electronico de barrido JEOL 5800 LV a 10 Kv. (JOEL USA, Peabody,
MA, USA).

TECNICAS HISTOLOGICAS PARA EL ANALISIS ANATOMICO DE LA FLOR
Preparados permanentes para observaciones con microscopio optico (MO)

Se analizaron botones en preantesis y flores en antesis fijados en FAA. La
deshidratacion de las muestras fue realizada en una serie de deshidratantes histologicos y
aclarantes-preimpregnantes de Biopur ®, se efectuaron cambios cada 20 minutos (Gonzalez
& Cristobal, 1997). La pre-impregnacién se realiz6 con alcohol butirico terciario, dejando
actuar 10 h y luego de un cambio 2 horas méas. La impregnacion en parafina se llevé a cabo
segun la técnica de Johansen (1940), el material fue colocado en una mezcla de partes
iguales de alcohol butirico terciario y aceite de parafina en estufa a 60° por 10 h, seguido de
dos cambios en parafina pura Paraplast® entre 10 y 12 h cada uno. Se efectuaron cortes
longitudinales y transversales con micrétomo rotativo en espesores de 10-12 pm. Los cortes
fueron tefiidos con safranina-Astra blue (Luque et al., 1996) y montados en Balsamo de
Canada sintético (Biopur, Buenos Aires, Argentina).

Para las observaciones e interpretaciones de los caracteres anatomicos e histol6gicos
se utilizaron microscopio 6ptico binocular Leica DM LB2 y microscopio 6ptico binocular

Olympus BX 50F, ambos con camara clara y camara digital incluida.
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Observaciones

Para realizar la descripcion anatdmica de la flor, se analizaron las caracteristicas de
los tejidos epidérmico, parenquimatico y vascular del pericarpelo, de los verticilos florales

fertiles y estériles (gineceo, androceo, tépalos externos e internos) y del nectario floral.

Preparados temporarios de diafanizacién de dvulos para observaciones con

microscopio de contraste diferencial interferencial (DIC)

Se analiz6 la estructura de 6vulos maduros y disposicion de gametofitos femeninos
en Echinopsis aurea y E. haematantha. Se siguid la técnica de clarificacion de pistilos de
Young et al. (1979), con los tiempos adaptados a las caracteristicas y naturaleza del
material. Con el fin de eliminar el contenido celular, partiendo de material previamente
fijado en FAA, los 6vulos fueron diseccionados de los ovarios y colocados en tubos
Eppendorf con alcohol 70° durante 30 minutos. Posteriormente fueron deshidratados y
clarificados con etanol 85° (30 minutos); etanol 100° (30 minutos); etanol: metilsalicilato
1:1 (15 minutos); etanol: metil salicilato 1:3 (15 minutos); 100% metil salicilato (15
minutos). Las soluciones fueron cambiadas con micropipeta. Los preparados se montaron
en una gota de 100% metil salicilato y fueron observados por medio de un microscopio
Leica DM2500 equipado con dispositivo de contraste de interferencia diferencial (DIC) y

camara fotografica Leica EC3.

Preparados temporarios para observar el crecimiento de tubos polinicos con
microscopio de fluorescencia

Para dilucidar el recorrido de los tubos polinicos, se analizaron flores de un
representante por cada género analizado. Los pistilos, previamente fijados en FAA, se
deshidrataron y embebieron en parafina. Se realizaron cortes transversales con micrétomo
rotativo en espesores de 10um, de estilos y estigmas de flores en antesis, en los que
previamente se observo la presencia de granos de polen. Los mismos se desparafinaron y
tifieron con azul de anilina al 0,05%. Las observaciones se realizaron con microscopio de
fluorescencia Leica DM 1000 con filtro para calosa, y cdmara digital Canon EOS Rebel
TDi incluida.
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Anélisis con microscopio electrénico de transmision (MET)

Para los estudios de ultraestructura de los nectarios florales, el material fresco fue
pre-fijado en glutaraldehido 1%, formaldehido al 4% en buffer fosfato (pH 7,2) durante 48h
y luego se fijaron en OsO4 a 2°C en el mismo buffer por 3 h. Posteriormente, las muestras
fueron deshidratadas en una serie ascendente de etanol y embebidas en resina de Spurr’s
(O'Brien & McCully, 1981). Se realizaron cortes semifinos de 1 pm de espesor con
ultramicrotomo Reichert-Jung que fueron tefiidos con azul de toluidina para su observacion
en microscopio optico. Los cortes ultrafinos (750- 900 nm) fueron marcados con acetato de
uranilo y citrato de plomo (Zarlavsky, 2014). Los cortes fueron observados y fotografiados
usando microscopio electronico de transmision JEOL-JEM 1200 Ex Il a 85kv. (JEOL USA,
Peabody, MA, USA) del INTA de Castelar.

Mapeo de caracteres florales en base a la filogenia molecular publicada para

Echinopsis s.l y géneros afines

La seleccion de caracteres y su codificacion parten de una hipotesis de homologia,
la cual establece que la presencia de un caracter en dos 0 mas taxones, puede ser explicada
por ancestria comun, e incluye una serie de transformacion polarizada (De Luna & Mishler,

1996). Los caracteres cualitativos se codificaron como binarios o multiestado.

Para reconstruir la evolucion de caracteres florales seleccionados, en los taxones de
la tribu Trichocereeae contemplados en esta tesis, se utilizd la metodologia empleada por
Avalos et al. (2019). Para visualizar una hipétesis de evolucion de caracteres morfoldgicos
y anatomicos florales, se utilizé una topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.l.
modificada de Schlumpberger & Renner (2012). La topologia se basa en un analisis de
Maéaxima Verosimilitud, obtenida a partir de tres marcadores cloroplasticos (trnL-trnF, trnS-
trnG y rpll6). La misma se ensambldé a mano utilizando Mesquite v. 3.40 (Madison &
Madison, 2018), y se enraiz6 en un grupo externo conformado por G. saglionis, G.
schickendantzii, G. spegazzinii, R. minuscula de la tribu Trichocereeae, Stetsonia coryne de
la tribu Browningieae y Parodia microsperma de la tribu Notocacteae. Para reconstruir el
estado ancestral de los caracteres incluidos en la matriz de datos morfoldgicos y anatomicos
florales, se empled el criterio de Maxima Parsimonia, utilizando el Paquete Reconstruccion

de Estados Ancestrales implementado en el programa Mesquite. Todos los caracteres
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fueron tratados como desordenados. Los cddigos de estado de caracteres y la matriz de
datos se proporcionan en el capitulo 7.

llustraciones

Las imagenes fueron procesadas en computadora, para su ordenamiento,
referencias, correccion de detalles e impresiéon. Las figuras con fotos de microscopio
Optico, microscopio electrénico de barrido y microscopio electrénico de transferencia
fueron procesadas y digitalizadas con los softwares Corel Draw y Corel Photo Paint X7.
Las mediciones se realizaron con el software Image J. Los dibujos digitales se elaboraron

utilizando el software Macromedia Flash.
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INTRODUCCION

Las flores, definidas como dispositivos que permiten los procesos sexuales, son
sistemas estructurales altamente plasticos, por lo que fueron capaces de adquirir una
enorme diversidad de formas (Endress, 1994). Sin embargo, a pesar de la gran diversidad
floral observada en angiospermas, generalmente las flores estan construidas sobre un
esquema bésico con un namero definido de érganos, establecidos en cuatro series, con dos
verticilos estériles y dos verticilos fértiles: el caliz (compuesto de sépalos), la corola
(compuesta de pétalos), el androceo (compuesto de estambres) y el gineceo (compuesto de
carpelos), aunque este esquema aparece modificado en algunos grupos de plantas, con

limites poco definidos (Ronse de Craene, 2010).

Un enfoque practico reconoce tres niveles en la estructura floral: (i) Bauplan hace
referencia a la organizacién, basandose en patrones filogenéticamente conservados, que son
los méas dificiles de cambiar; (ii) Gestalt refiere a la construccion, es decir, a las
proporciones que tienen que ver con propiedades mecénicas Yy caracteristicas
arquitectonicas, y (iii) Modo alude a adaptaciones relativamente superficiales, en términos
de biologia de polinizacion, como tamafo, color, fragancias e indumentos que son
frecuentemente muy variables a niveles sistematicos bajos (Endress, 1994). Los tres niveles
no forman sistemas cerrados, mutuamente excluyentes, ya que estan evolutivamente

interconectados.

Tradicionalmente, los botanicos han atribuido a los diferentes tipos de agentes
polinizadores la gran variedad de formas y tamafos de flores que se observan en la
naturaleza (Galen, 1999). Esta idea es conveniente, en el sentido en que los visitantes
florales y polinizadores ganan nutrientes y energia a través de la transferencia de polen, un
paso clave en la reproduccion sexual de la planta, ejerciendo seleccion sobre los caracteres
florales de las plantas (Endress, 1994). Cuando la polinizacion se lleva a cabo a través de
animales, generalmente las flores presentan sustancias o estructuras atractivas para los
polinizadores. La gran diversidad taxonomica de polinizadores se ajusta con una amplia
gama de morfologia, modalidad sensorial y comportamiento para que coincida con la
variacion observada en la forma de las flores (Galen, 1999). Este hecho sugiere que ciertos

grupos de animales, como abejas, mariposas, polillas, moscas, picaflores, murcielagos y
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otros mamiferos pequefios, impulsaron la explosiva radiacion y diversificacion de las
plantas con flores. Las diferentes caracteristicas florales han sido asociadas a los
polinizadores a través del concepto de sindrome floral (Fenster et al., 2004). Sin embargo,
una vision mas holistica sobre la morfologia y el tamafio de las flores, basada en la premisa
que los caracteres morfologicos de un organismo estan sujetos a mdaltiples y conflictivas
presiones de seleccion, considera ademas la seleccién ejercida en la interaccion entre
plantas y enemigos florales, y el costo de los recursos asociados con la exhibicion floral
(Galen, 1999). Por otro lado, investigaciones actuales sostienen que aun cuando las
especies pueden presentar especializacién fenotipica, la mayoria de los sistemas de
polinizacién demostraron ser generalistas (Waser et al., 1996; Ollerton et al., 2007), es
decir, que sus flores son visitadas por un amplio espectro de animales, inclusive visitantes

no asociados a su sindrome floral.

Dentro de las caracteristicas florales estrechamente vinculadas con el proceso de
polinizacion podemos citar la forma floral, el ciclo floral, el color y la produccion de
sustancias que funcionan como atractivos o recompensas florales para los polinizadores,
guias de néctar, produccion de polen, aceites, néctar y olores o perfumes (Faegri & van der
Pijl, 1979; Buchmann, 1987; Baker & Baker, 1990; Cocucci & Vogel, 2001; Fenster et al.,
2004; Neff & Simpson, 2005). Estos ultimos caracteres, funcionan como sefiales de larga
distancia para atraer polinizadores (Cota-Sanchez, 1996).

Los conocimientos morfo-anatomicos acerca de las caracteristicas florales y los
6rganos reproductivos son imprescindibles para interpretar la morfologia y el
funcionamiento de las plantas. Los mismos, junto a los de ontogenia de 6Organos y
estructuras, aportan conocimiento basico para encarar trabajos sistematicos, ecoldgicos, de

biologia reproductiva y de conservacion de especies.

Numerosos trabajos ilustran la importancia de los estudios anatdmicos en
Angiospermas. El andlisis de caracteres que tienen que ver con el tipo de tapete y la
microsporogenesis en las especies de Siparuna Aubl. han aportado datos adicionales que
ayudaron a aclarar las relaciones filogenéticas en Siparunaceae (Bello et al., 2002). El
estudio de la anatomia floral en Xyridaceae, Eriocaulaceae y Mayacaceae, un clado
débilmente soportado en Poales, contribuyé al conocimiento de la biologia reproductiva,
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taxonomia y filogenia (Oriani & Scatena, 2012). El estudio del desarrollo y morfologia
floral en linajes neotropicales tempranos y tardios de Loranthaceae, con una amplia
diversidad floral permitié testear homologia de 6rganos y postular plesiomorfismos y
apomorfismos florales en toda la familia (Suaza-Gaviria et al., 2016). Otro ejemplo, es el
analisis de patrones de fusion de érganos florales, que ha desempefiado un papel clave en el

origen y posterior diversificacion de las angiospermas (Sokoloff et al., 2018), entre otros.

Las flores de los cactus en apariencia son casi idénticas a la tipica flor de
angiosperma; sin embargo, han representado un tema de discusion, dado que para algunos
autores no son “flores verdaderas” sino partes especializadas de un tallo que contiene los
organos florales (Tiagi, 1955). De acuerdo a Mauseth (2006, 2016), las “flores” de los
cactus deberian ser llamadas “ramas florales”, debido a que los érganos reproductivos se
encuentran hundidos o embebidos en tejido del tallo. De esta manera, las bracteas o
escamas que recubren el pericarpelo y el tubo floral, son interpretadas como hojas
verdaderas de la rama floral, semejantes a las hojas del resto de las angiospermas. Asi, los
botones florales de casi todos los cactus aun retienen los genes que producen hojas en la
mayoria de las angiospermas (Mauseth, 2006). De acuerdo a esta interpretacion Almeida et
al. (2018) proponen un nuevo término para definir a la compleja estructura que representa

el fruto de estas plantas.

Este linaje, usualmente exhibe flores vistosas, grandes, solitarias y coloridas, con
numerosos segmentos mostrando una transicién gradual desde bracteas a sépalos y a
pétalos, y cada flor bisexual, con un pistilo y varios estambres (Anderson, 2001), aunque se
ha reportado que por atrofia de estambres, las flores pueden ser unisexuales (Bravo-Hollis
& Scheinvar, 1995; Strittmatter et al., 2002).

El género Echinopsis Zucc., problematico taxondmicamente, es uno de los mas
grandes y diverso morfolégicamente dentro de la subfamilia Cactoideae (Schlumpberger &
Renner, 2012). Incluye aproximadamente 128 especies nativas de Sudamérica, distribuidas
en Ecuador, Perd, Bolivia, Brasil, Paraguay, Uruguay, Chile y Argentina (Anderson, 2001),
desde el sureste de Brasil a la costa de Chile y norte de Ecuador, con un centro de
diversidad de especies en los Andes orientales del norte de Argentina y Bolivia
(Schlumpberger & Renner, 2012). Las relaciones filogenéticas de Echinopsis son
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controversiales. La filogenia de ADN de cloroplasto revela la polifilia de este género,
ademas demuestra evolucion mas convergente en rasgos florales que se relacionan con los
modos de polinizacion y una evolucién menos convergente en las formas de crecimiento de

las plantas (Schlumpberger & Renner, 2012).

Las flores tipicas del género Echinopsis pueden nacer en los tallos subapicalmente o
lateralmente, son de antesis diurna o nocturna, con forma de embudo, las escamas del
pericarpelo y tubo floral a menudo llevan un conjunto de pelos o cerdas (Anderson, 2001).
Internamente, despliegan un arreglo de un gran ndmero de estambres dispuestos en dos
verticilos, el inferior en espiral sobre la camara de néctar y el superior en un anillo en la
fauce floral (Kiesling, 1975). Este Bauplan o modelo bésico que caracteriza al género,
presenta variaciones en las diferentes especies, reflejando especializacién a diferentes
sindromes de polinizacion. La diversidad de las flores vistosas que presenta Echinopsis se
refleja especialmente en la forma, el tamafio y el color de las mismas. Echinopsis incluye
ejemplares con flores polinizadas por aves, abejas y mariposas nocturnas (de Viana et al.,
2001; Schlumberger & Badano, 2005; Ortega-Baes et al., 2011; Gorostiague, 2015;
Gorostiague & Ortega Baes, 2016; Gorostiague & Ortega Baes, 2017). En el grupo de
flores esfingofilas, las flores infundibuliformes exhiben tubos florales desarrollados, y
presentan tépalos internos de color blanco, mientras que las flores melitofilas, presentan
embudos notablemente mas cortos y tépalos color crema, amarillo o anaranjado (Anderson,
2001).

Por todo lo expuesto, la evolucion de la diversidad floral desde el punto de vista
anatémico, en Cactaceae, y particularmente en Echinopsis, es altamente intrigante y adn
resulta enigmatica. A pesar del gran interés que generan las flores de los cactus, la
informacidén sobre la morfologia y especialmente la anatomia comparada de las flores es
fragmentada. Con el objetivo de generar conocimiento sobre el Bauplan floral a nivel
anatémico en especies del género Echinopsis, en este capitulo se estudi6 por primera vez la

morfo-anatomia de los verticilos florales en siete representantes del género.
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RESULTADOS

Morfologia Floral

A pesar de presentar diferentes sindromes de polinizacion, las flores de Echinopsis
ancistrophora, E. atacamensis, E. aurea, E. haemathanta, E. terscheckii, E. thionantha y E.
tubiflora, comparten numerosas caracteristicas morfolégicas. Son epiginas, solitarias,
sésiles, perfectas, infundibuliformes, con corola colorida (Figs. 4A-H y 5A-F). En
apariencia son actinomorfas, se las podria considerar zigomorfas por la curvatura del
pericarpelo, sin embargo, en sentido estricto por la disposicion helicoidal de las piezas

estériles y de los estambres internos son asimétricas.

El receptéculo o pericarpelo es el tejido del tallo en el que se embute la flor, forma
junto a otros verticilos florales que se fusionan, un tubo floral muy desarrollado en las
especies esfingodfilas (E. ancistrophora, E. atacamensis, E. terscheckii y E. tubiflora),
mientras que es mas corto en las especies melitéfilas (E. aurea, E. haemathanta y E.
thionantha) (Figs. 4A-H y 5A-F). En ambos casos, el ovario infero queda totalmente
inmerso en dicho tejido. El tubo floral esta formado, ademas, por la cohesion y adnacion de
las piezas del perigonio y la parte basal de los estambres; es largo, tubular y estrecho en E.
ancistrophora y E. tubiflora (Fig. 4A y G), mas amplio en E. atacamensis y E. terscheckii
(Fig. 4C y F), y més corto en E. aurea, E. haematantha y E. thionantha (Fig. 5A, C, E).
Estos rasgos florales se reflejan en las diferentes medidas de longitud floral y didametro de
corolas de las especies (Tabla 1). Tanto el pericarpelo como el tubo floral, tipicamente
estan recubiertos en todas las especies por bracteas triangulares, lanceoladas, que llevan
pelos lanosos en las axilas (Fig. 6A, B).

En todas las especies, el perigonio es espiralado, formado por numerosas piezas
lanceoladas, las exteriores, denominadas tépalos sepaloides, de color verde, mientras que
los tépalos petaloides méas internos, presentan color blanco en E. tubiflora, E. atacamensis,
E. terscheckii y E. ancistrophora, amarillo en E. aurea y E. thionantha y rojo-anaranjado
en E. haematantha (Figs. 4A-H y 5A-F). El apice de los tépalos sepaloides es acuminado
con la vena media prolongada en un mucroén (Figs. 7A, C y 8A-B), en E. thionantha estas
piezas se distinguen claramente por mostrar el &pice lignificado (8A-B). El &pice de los

tépalos petaloides es mucronado, termina en una punta aguda que es la prolongacion de la
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vena media y los margenes son levemente aserrados (Figs. 7B, D y 8C-D). Estas piezas
estan soldadas por su base formando el tubo floral.

El androceo esta formado por numerosos estambres dispuestos en dos series (mas de
400 estambres en la serie interna, y mas de 100 en la externa, en E. tubiflora tomada como
modelo de estudio, Tabla 2). La serie mas externa muestra mayor adnacion al tubo floral,
los filamentos se liberan en la garganta de la flor y sobrepasan la fauce floral (Figs. 4A-H 'y
5A-F). La serie més interna de estambres no sobrepasa la fauce floral, los filamentos de
diferente longitud estan adnatos al tubo solo en la base, delimitando las paredes de la
camara nectarifera por encima del ovario. Las anteras son bitecas, tetrasporangiadas y de

dehiscencia longitudinal (Fig. 6D, F). La insercion de las mismas es basifija (Fig. 6E).

El gineceo es pluricarpelar (9-14 carpelos), sincarpico, pluriovulado (Fig. 6G), con
méas de 1000 o6vulos por flor en E. tubiflora (Tabla 2), de placentacion parietal. En el
momento de antesis, el estigma en todas las especies es exerto, y sobrepasa las dos series de
estambres. Presenta un numero de I6bulos lineares que varia en cada especie, representan la
porcién libre del gineceo y se corresponden con el nimero de carpelos fusionados que

forman el ovario unilocular (Fig. 6J, K).
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Figura 4. Especies esfingofilas de Echinopsis. A-B. E. ancistrophora. A. Aspecto general
de una planta con tres flores en antesis. B. Vista frontal de un grupo de flores. C-D. E.
atacamensis. C. Porcién apical de un tallo con botones florales. D. Detalle de una flor
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abierta en vista superficial. E-F. E. terscheckii. E. Ramas con botones y flores abiertas. F.
Vista lateral de una flor abierta. G-H. E. tubiflora. G. Aspecto general de una planta con un
botdn floral. H. Detalle de una flor abierta. Nota: E. ancistrophora y E. terscheckii fueron
fotografiadas durante las primeras horas de la mafiana, momento en el que las flores ain
permanecen abiertas. Fotografias: A-C: Valeria Gonzélez; D, G-H: Pablo Gorostiague; E-
F: Cecilia Sosa.

Figura 5. Especies melitofilas de Echinopsis. A-B. E. aurea. C-D. E. haematantha. E-F. E.
thionantha. A, C, E. Aspecto general de la planta en flor. B, D, F. Vista frontal de una flor.
Fotografias: A-B, E-F: Valeria Gonzélez; C-D: Pablo Gorostiague.



Tabla 1. Principales caracteristicas florales de las especies de Echinopsis aqui estudiadas.

Especie Forma Color de Longitud Diametro de | Sindrome Visitantes Referencia sobre
floral tépalos floral corola floral visitantes florales
petaloideos
E. Embudo | Blanco 111.7+174 |80.0x+14.1 Esfingofilo | Abejas, Schlumpberger et
ancistrophora largo Mariposas al., 2009
nocturnas
E. aurea Embudo | Amarillo 733 38+2 Melitéfilo | ----------- | -=--m-mmmmmmm -
corto
E. atacamensis | Embudo | Blanco 124 £ 2 9% +3 Esfingofilo | Picaflores, de Viana et al,
largo Abejas, 2001,
Polillas, Schlumpberger &
Avispas Badano, 2005
E. haematantha | Embudo | Rojo- 435+4.0 52.1+6.2 Melitéfilo | Abejas Gorostiague, 2015
corto anaranjado
E. terscheckii Embudo | Blanco 177.7+16.0 | 163.8+21.7 | Esfingdfilo | Abejas, Ortega Baes et al.,
largo Mariposas 2011
Nocturnas,
Picaflores,
Coleopteros
E. thionantha Embudo | Amarillo 555+25 355+4.6 Melitéfilo | Abejas Gorostiague, 2015
corto
E. tubiflora Embudo | Blanco 128.6 £18.6 | 78.7+13.6 Esfingofilo | Abejas Gorostiague, 2015
largo

Nota: la longitud y el diametro de la corola se expresan en mm.




Tabla 2. Morfometria floral de E. tubiflora.

Caracteristicas florales Tamarfio de muestra (N) Promedio
Longitud 10 16,96 cm
Profundidad del nectario 10 11,44 cm
Diametro del tubo en la region del 10 0,63 cm
nectario
Diametro de la corola 10 6,02 cm
Altura del estigma 10 12,44 cm
Numero de I6bulos estigmaticos 10 11
Long. de filamentos libres de la serie 10 13,51 cm
interna
Long. de filamentos libres de serie la 10 1,51 cm
externa
NUmero de estambres serie interna 7 386
NUmero de estambres serie externa 7 122
NUmero de 6vulos 7 1871




Figura 6. Fotomicrografias con microscopio electronico de barrido (MEB) de diferentes
verticilos florales en especies de Echinopsis. A-B. E. terscheckii; C, H, K, L. E.
atacamensis; D-G, I, J. E. tubiflora. A. Cara abaxial de bractea que recubre el tubo floral,
se aprecian tricomas lanosos axilares. B. Cara adaxial de bractea mostrando la base de los
tricomas. C. Detalle de epidermis de cara abaxial de bractea, note abundantes estomas
(puntas de flechas blancas). D. Seccidn transversal de antera biteca y tetrasporangiada. E.



Detalle de la insercion de la antera basifija. F. Detalle de la pared anteral con células
epidérmicas globosas. G. Conjunto de 6vulos circinotropos de placentacion parietal. H.
Seccion transversal del estilo, se observa el canal estilar. I. Detalle de la epidermis externa
del estilo, note abundantes estomas anomociticos (puntas de flechas blancas). J. Vista
general del estigma con numerosos lébulos estigmaticos lineares. K. Detalle de la porcién
receptiva y de la porcion basal no receptiva de los I6bulos del estigma. L. Detalle de
tricomas multicelulares, multiseriados que tapizan la porcion receptiva de cada I6bulo del
estigma. Abreviaturas: bnr= porcion basal no receptiva; ce= canal estilar; hv= haz vascular;
tt= tejido de transmisién. Escalas: A, B, H, K= 200um; C, F= 20um; D, E= 50um; G, I=
100pm; J=500um; L= 10um.

Figura 7. Fotomicrografias con microscopio estereoscopico de piezas diafanizadas del
perigonio de Echinopsis tubiflora. A. Tepalo sepaloide. B. Tépalo petaloide. C. Detalle del
apice mucronado del tépalo sepaloide. D. Detalle del apice emarginado del tépalo petaloide,
se observa la venacion abierta. Escala: A-B=2 mm; C-D=1 mm.



Figura 8. Fotomicrografias con microscopio estereoscopico de piezas diafanizadas del
perigonio de Echinopsis thionantha. A. Tépalo sepaloide. B. Detalle del &pice mucronado y
lignificado del tépalo sepaloide. C. Tépalo petaloide. D. Detalle del apice emarginado del
tépalo petaloide, mostrando la terminacién de la vena media y la venacion secundaria
abierta. Escala: A-C= 3mm; B-D=2mm.



Anatomia Floral

Las bractéolas son las pequefias hojas modificadas que recubren el pericarpelo y el
tubo floral. Estos 6rganos presentan ambas epidermis uniseriadas, con células epidérmicas
propiamente dichas subcuadrangulares con paredes y cuticula gruesa en la cara abaxial. En
posicion subepidérmica se observa un parénquima homogéneo, con células redondeadas de
citoplasma granuloso, con abundantes granos de almidon; cavidades secretoras conspicuas

se ubican préximas a los haces vasculares colaterales (Fig. 9A).

En las siete especies, la epidermis externa del pericarpelo es uniseriada y glabra, con
una gruesa cuticula. El parénquima subyacente consta de numerosas capas de células
comparativamente grandes, subisodiamétricas, de diferentes tamafios, con citoplasma
granuloso denso y paredes delgadas; dispersas en el tejido se hallan abundantes cavidades
secretoras de gran tamafio, junto con haces vasculares de diferentes diametros que inervan
distintas partes de la flor. Haces estaminales dispuestos en circulo, marcan el limite entre el

ovario y el tejido pericarpelar (Fig. 9B).

En seccidn transversal, la anatomia de los tépalos sepaloides y petaloides es similar
a la descripta para las bractéolas. El parénquima es homogéneo, con células de diferentes
tamafnos y de paredes delgadas, con abundantes espacios intercelulares, cavidades
mucilaginosas y haces vasculares colaterales (Fig. 9C, D). La estructura de las piezas
petaloides difiere ligeramente de las sepaloides, registrando una reduccién del nimero de
capas del parénquima. Las piezas del perigonio de las especies analizadas muestran un
patron de venacion particular. Ambos tipos de tépalos, presentan una venacion abierta de
tipo actinddroma en la cual varias venas primarias (mas de tres) divergen desde la base y
corren paralelas hacia el apice, y hacia los margenes de la estructura se van dividiendo
dicotomicamente, formando un reticulado que termina de manera dicotomica sin alcanzar

los margenes de la pieza (Figs. 7C, D y 8B, D).

Los haces vasculares de cada filamento, llegan hasta la parte superior del conectivo
de la antera. En seccion transversal, el filamento estaminal presenta epidermis uniseriada,
en posicién subepidérmica se ubica un parénquima, que a veces exhibe pequefias cavidades

secretoras, y en posicion central un haz vascular conceéntrico anficribal (Fig. 9E).



La pared de la antera madura dehiscente estd formada por una epidermis
uniestratificada con células papilosas de paredes delgadas, cubiertas por una fina cuticula.
El endotecio presenta células cuadrangulares, con engrosamientos fibrosos en sus paredes

radiales; las capas medias y el tapete se han degradado completamente (Fig. 9F).

Los 6vulos son circindtropos, bitegumentados, crasinucelados y con un funiculo
largo, acompafado de un haz vascular central; la micropila esta delimitada solamente por el
tegumento interno. En la parte calazal del évulo, se forma una pequefia cAmara de aire entre

los tegumentos interno y externo (Fig. 91).

El tejido parenquiméatico del ovario se compone de células subcirculares, de
pequefio tamafio, y con espacios intercelulares reducidos en comparacion con el
pericarpelo. Haces vasculares de pequefio diametro y con diferentes orientaciones

acomparian a este tejido.

El estilo es cilindrico y esté atravesado longitudinalmente por un canal estilar (Figs.
6H y 9J), rodeado por un tejido de transmision, con células compactas, de pequefio tamafo
y citoplasma denso. Este tejido especializado presenta un contorno sinuoso con crestas y
valles, el nimero de crestas coincide con el nimero de carpelos. Est4 inervado por 9-14
haces vasculares dispuestos en un arreglo en anillo. Presenta cavidades secretoras dispersas
en el parénquima (Fig. 9J). En E. tubiflora, tanto la epidermis externa del estilo como la
epidermis que recubre el canal estilar son uniseriadas, glabras, con abundantes estomas la

externa (6l).

El estigma tiene 9-14 I6bulos lineares papilosos (Fig. 6J-L). Cada Iébulo presenta
una epidermis con tricomas uni- y bicelulares, y se halla inervado por un haz vascular
central. Cada haz se encuentra rodeado de tejido parenquimatico y tejido de transmision
(Fig. 9K).



Figura 9. Fotomicrografias obtenidas con microscopio dptico (MO) de verticilos florales
en secciones transversales de Echinopsis tubiflora. A. Bractéola. B. Detalle del pericarpelo,
las flechas indican el arreglo de los haces vasculares que lo inervan. C. Tépalo sepaloide.
D. Tépalo petaloide. E. Detalle de filamento libre, mostrando el haz vascular anficribal. F.
Antera madura. G-H. Porcién del nectario floral. H. Detalle del parénquima nectarifero. 1.
Ovulo circindtropo en seccion longitudinal, la flecha indica la camara de aire. J. Estilo,
observe el canal estilar rodeado de tejido de transmisién y los haces vasculares en
disposicion de anillo. K. Detalle de 16bulo estigmatico linear y papiloso (eab= epidermis
abaxial; ead= epidermis adaxial; en= endotecio; ep= epidermis; fu= funiculo; ti= tegumento
interno; pn= parénquima nectarifero; te= tegumento externo; tp= tejido parenquimatico;
ce= canal estilar; psn= parénquima subnectarifero; es=estoma; tr=tricoma; tt= tejido de
transmision; hv=haz vascular; *= cavidad secretora de mucilago). Escalas: A, E, G= 30um;
B=400um; C, D, F, I, K= 50 pm; H= 20um; J= 200um.



Estructura del nectario floral

Se han encontrado muchas similitudes en la estructura de las camaras nectariferas
de las especies analizadas. En todas las especies, el nectario floral se ubica por encima del
ovario, el tejido nectarifero se diferencia en la pared interna del tubo floral, formando un
anillo en la base de la serie interna de los filamentos estaminales soldados entre si y adnatos
al tubo. Se diferencia una epidermis uniestratificada con tricomas unicelulares (Figs. 9G, H
y 10A-D), con nectarostomas a través de los cuales se secreta el néctar, y un parénquima
nectarifero homogéneo, constituido por 8-10 estratos de células pequefias (Fig. 9G, H). Se
observaron trazas de xilema y floema subyacentes al tejido nectarifero, las que se
corresponden con las trazas vasculares de los filamentos (Fig. 9G). Para mayor detalle de la

estructura del nectario floral ver capitulo 4.

La extension del tejido nectarifero en el interior del hipanto varia en las diferentes
especies, siendo notablemente méas extendida y desarrollada la camara nectarifera de las
especies con especializacion fenotipica a la esfingofilia (E. ancistrophora, E. atacamensis,
E. terscheckii, E. tubiflora), en comparacién con las especies melitéfilas (E. aurea, E.

haematantha, E. thionantha).

Ultraestructura de las paredes de la camara nectarifera

Se estudié la ultraestructura del nectario floral de Echinopsis terscheckii, al
momento de preantesis y antesis floral. El andlisis revela diferencias en el contenido celular

entre los estadios en preantesis y antesis floral (Fig. 10A-D).



Figura 10. Cortes semifinos de secciones transversales del nectario floral de E. terscheckii.
A-B. Etapa de preantesis floral. A. Seccion transversal de una porciéon de la estructura
secretora, en la epidermis se observa un estoma (tridngulo blanco). B. Detalle de
parénquima nectarifero, note la acumulacion de sustancia en los espacios intercelulares del
tejido (tridngulos negros). C-D. Antesis floral. C. Seccion transversal de una porcion de la
estructura secretora. D. Detalle de epidermis y parénquima nectarifero, observe las vacuolas
que ocupan gran parte del citoplasma celular. Abreviaturas: hv= haz vascular; pn=
parénquima nectarifero; psn= parénquima subnectarifero. Escala: A, C= 50um; B, D= 10

um.



En preantesis, los tricomas epidérmicos que tapizan la pared de la camara
nectarifera, presentan un nucleo prominente en posicion basal, y citoplasma denso que
muestra caracteristicas de actividad metabdlica elevada, con numerosas mitocondrias y
abundantes amiloplastos compuestos (Fig. 11A, B). Hacia la base, la pared celular del pelo
que entra en contacto con el tejido secretor, se presenta ensanchada (Fig. 11A, C). No se
observaron plasmodesmos en la conexion entre la epidermis y el parénquima nectarifero
(Fig. 11D). El parénquima nectarifero muestra células con caracteristicas similares a las de
los tricomas epidérmicos, citoplasma rico y activo, con abundantes mitocondrias, reticulo
endoplasmatico, dictiosomas, plastidios grandes y compuestos, con 2-3 granos de almidon,
y numerosas vacuolas de pequefias dimensiones (Fig. 11E, F). Las células de este tejido se
encuentran interconectadas a través de numerosos campos de puntuacion con

plasmodesmos (Fig. 11F).

En antesis floral, los tejidos del nectario presentan ciertas diferencias
ultraestructurales con respecto a la etapa de preantesis. En el citoplasma de los tricomas
epidérmicos persisten los amiloplastos aunque contienen granos de almidén algo
degradados respecto a la preantesis (Fig. 12A, B), ademas, se observa abundante reticulo
endoplasmatico rugoso (Fig. 12B). En el extremo de los tricomas se pudieron observar
restos de aparente secrecion liberandose por ruptura de la cuticula (Fig. 12C). No se
observaron plasmodesmos que comuniquen los citoplasmas de células epidérmicas, ni entre
éstas y el tejido secretor subyacente (Fig. 12D). El parénquima nectarifero muestra un
citoplasma menos denso que en la etapa de preantesis; aunque se siguen observando
mitocondrias de forma y tamafio conservado, y se registraron mitocondrias parcialmente
degradadas (Fig. 12E). En los espacios intercelulares se observa abundante material
electrodenso, esto sugiere que la secrecion azucarada se acumula en estos espacios (Fig.
12F).



Figura 11. Fotomicrografias obtenidas con microscopio electrénico de transmision (MET)
de nectario floral en preantesis de E. terscheckii. A. Porcion proximal de un tricoma
epidérmico, mostrando ndcleo de grandes dimensiones y nucléolo prominente, las flechas
blancas sefialan una pequefia vacuola fusionandose con la membrana celular; note las
paredes celulares ensanchadas hacia la base del tricoma. B. Detalle de citoplasma granuloso
denso del tricoma, note abundantes mitocondrias, vacuolas de pequefias dimensiones,
abundantes amiloplastos compuestos y escasos globulos lipidicos. C. Conexién entre dos
tricomas epidérmicos, mostrando porciones de los nicleos de ambas células, ocupando una
posicion basal; las flechas blancas indican una vacuola fusionandose con la membrana
celular. D. Conexidn entre tricoma epidérmico (posicién superior) y paréngquima nectarifero



(posicién inferior), observe las paredes celulares de diferentes grosores, y la ausencia de
plasmodesmos entre ambas células. E. Detalle de citoplasma denso de una célula
parenquimatosa nectarifera, mostrando plastidios con varios granos de almidon, pequefias
vacuolas, reticulo endoplasméatico rugoso; note el espacio intercelular. F. Detalle de
conexion entre dos células del parénquima nectarifero, las cabezas de flechas blancas
sefialan los campos de puntuacion con plasmodesmos que comunican los citoplasmas de las
células del tejido secretor. Abreviaturas: am= amiloplasto; d= dictiosoma; eec= espacio
extracelular; eic= espacio intercelular; gl= glébulo lipidico; m= mitocondria; N= nucleo;
nu= nucléolo; pc= pared celular; pn= paréngquima nectarifero; rr= reticulo endoplasmatico
rugoso; te= tricoma epidérmico; v= vacuola. Escala: A-C= 1um; D-F= 500nm.




Figura 12. Fotomicrografias obtenidas con microscopio electronico de transmision (MET)
de nectario en antesis floral de E. terscheckii. A. Porcién de tricoma epidérmico, observe el
citoplasma menos electrodenso que en preantesis, y con vacuolas de mayores dimensiones.
B. Detalle de citoplasma de tricoma epidérmico, con plastidios con granos de almidon
parcialmente degradados; note la acumulacion de reticulo endoplasmatico rugoso en el
citoplasma. C. Detalle de porcion apical de tricoma epidérmico con restos de aparente
secrecién que quedan expuestos a través de microcanales de la cuticula. D. Conexidn entre
dos tricomas epidérmicos y una célula del parénquima nectarifero subyacente; en ambos
tejidos, vacuolas de grandes dimensiones relegan el citoplasma hacia los margenes de las
células. E. Detalle de células del tejido nectarifero, observe citoplasma menos denso y
mitocondrias en aparente degeneracion. F. Detalle de espacio intercelular en el tejido
nectarifero, con material electrodenso homogéneo, sugiere que la secrecion azucarada se
acumula en estos espacios; note amiloplastos parcialmente degradados, y plasmodesmo
conectando citoplasmas (cabeza de flecha blanca). Abreviaturas: am= amiloplasto; d=
dictiosoma; eec= espacio extracelular; eic= espacio intercelular; gl= glébulo lipidico; m=
mitocondria; N= nucleo; nu= nucléolo; pc= pared celular; pn= parénquima nectarifero; rr=
reticulo endoplasmatico rugoso; te= tricoma epidérmico; v= vacuola. Escala: A-C, E=
500nm; D, F= 1um.

DISCUSION

Morfologia Floral

Echinopsis tubiflora y E. ancistrophora son cactaceas endémicas de Argentina, con
flores esfingofilas que representan un caso de evolucion convergente dentro del género en
términos de adaptacion floral a la polinizacion por polillas (Schlumpberger & Renner,
2012). Sin embargo, para la Gltima especie se ha registrado una remarcable variacion de
caracteres florales en diferentes poblaciones, relacionados a longitud del tubo floral, que
fueron asociados a diferentes volimenes de néctar producidos, y a variaciones en el
momento de antesis, a lo largo del rango de su distribucién geogréfica, sugiriendo una
diferenciacion incipiente a nivel de poblaciones en aparente adaptacion local a la
polinizacién por abejas o mariposas nocturnas (Schlumberger et al., 2009). De acuerdo a
Barthlott & Hunt (1993) y Pimienta-Barrios & del Castillo (2002) las caracteristicas de las
flores de E. tubiflora, E. ancistrophora, E. atacamensis y E. terscheckii, tales como el
perigonio blanco, el tubo floral estrecho y la antesis nocturna se corresponden con los de
tipicas flores esfingofilas, similar a lo encontrado en otros miembros de la familia (Silva &
Sazima, 1995; Almeida et al., 2010; Pimienta-Barrios & del Castillo, 2002). Mientras que



E. aurea. E. haematantha y E. thionantha, presentan una forma de tazon, con un tubo mas
corto y colores que van desde amarillo, anaranjado hasta rojo, caracteres florales tipicos de

flores melitofilas.

El tejido en el que se halla hundido el ovario infero de los cactus llamado
receptaculo, también es conocido como pericarpelo (Booke, 1980; Buxbaum, 1953;
Barthlott & Hunt, 1993; Anderson, 2001). Las caracteristicas anatdmicas de este tejido
demostraron ser muy conservadas en las especies de Echinopsis analizadas. Sin embargo,
caracteristicas epidérmicas, como la forma o el espesor de la cuticula, la presencia de
cristales, o la presencia de una 0 méas capas de hipodermis, podrian ser caracteres realmente
utiles para separar grupos lejanamente emparentados (observaciones personales en especies

mexicanas de la tribu Pachycereeae).

En las especies de Echinopsis estudiadas, al igual que en la mayoria de los géneros
de la familia, las flores surgen solitarias a partir de una areola. Sin embargo, Pereskia es el
unico genero donde se encuentran especies que presentan verdaderas inflorescencias

naciendo de una misma areola (Tiagi, 1955; Anderson, 2001).

Una constelacion de caracteres hace Unica a las flores de los cactus: muchas piezas
perianticas débilmente diferenciadas como sepaloides o petaloides, un androceo
multiestaminado que surge de manera centrifuga, y un ovario unilocular infero formado por
la fusion de un namero variable de carpelos, con numerosos 6vulos de placentacién parietal
(Booke, 1980; Nobel, 1995). De acuerdo a Ronse De Craene (2013), por la presencia de
estos rasgos florales, la familia Cactaceae representa un clado altamente derivado dentro
del core Caryophyllales. Hay dos interpretaciones acerca del aumento del nimero de piezas
del perigonio. Por un lado, Ronse De Craene (2007, 2008) explica dicho aumento como
resultado de la inclusion de bracteas en la flor. Por otro lado, Brockington et al. (2009) lo
relacionan a una mayor plasticidad y un mayor nimero de organos reproductivos. Hay
argumentos a favor de ambas interpretaciones, pero el hecho de que las flores de cactus
sean generalmente solitarias (excepto en algunas especies de Pereskia) apoya la posibilidad
de una amalgama de bracteas de inflorescencias vacias alrededor de una flor terminal
(Ronse De Craene, 2013).



El tipo de flor mas primitivo de la familia se encuentra en el género basal Pereskia,
con flores diurnas, de tamafio mediano, radiadas o en forma de disco, con numerosos
estambres y un perigonio blanco, amarillo o rosa (Grant & Grant, 1979). Las flores de
Echinopsis presentan tubos florales desarrollados, formados por la fusién congénita de las
piezas del perigonio y por las bases de parte del androceo. Se ha propuesto que la
morfologia tubular de las flores representa una manera de canalizar el acceso al centro

floral donde el néctar usualmente se acumula (Endress, 1994).

En general, las flores de Cactaceae no muestran una distincion clara entre las
escamas (bracteas) externas, y las piezas sepaloides y petaloides, que interactian
progresivamente a lo largo del eje (Tiagi, 1955; Ronse De Craene, 2013), excepto por
algunas especies de Pereskia que muestran una transicion abrupta entre las bracteas y las
partes del perigonio (Boke, 1966). Sin embargo, en las especies de Echinopsis aqui
analizadas, algunos rasgos anatomicos pueden ser Utiles para diferenciar a las piezas del

perigonio.
Anatomia Floral

La anatomia de las piezas del perigonio denota ser conservada en todas las especies
de Echinopsis analizadas. Se puede diferenciar a las piezas externas de las mas internas por
el niumero de capas del mesofilo y por la epidermis levemente papilosa en los tépalos
petaloides. La presencia de espacios intercelulares en el mesoéfilo y papilas epidérmicas en
la cara adaxial permite un eficiente despliegue del color debido a un reflejo diferencial de la
luz (Endress, 1994). Adicionalmente, la presencia de papilas en la superficie de pétalos
(presentes comunmente en muchas angiospermas), podria estar involucrada en la efusion de
fragancias cuando las piezas presentan glandulas de olor u osmoforos (Vogel, 1990).
Comunmente en angiospermas, la anatomia de los sépalos verdes se parece a la anatomia
de hojas por la presencia de una o dos capas de parénquima en empalizada en su lado dorsal
que estd usualmente expuesto, mientras que los pétalos son méas delgados, con un
parénquima simple que frecuentemente muestra grandes espacios de aire (Endress, 1994).
Fuentes-Peréz et al. (2009) postulan que la pared periclinal gruesa de las células

epidérmicas registrada en especies de Opuntia, probablemente ayuda a la economia hidrica



de la flor antes y durante la polinizacion. Sin embargo, este caracter no ha sido observado
en las especies de Echinopsis.

Por otro lado, los caracteres de la arquitectura de la hoja pueden ser una fuente
importante de evidencia para las interpretaciones filogenéticas, tanto a nivel especifico
como supraespecifico. Los patrones de venacion foliar son una fuente de evidencia
taxondmica que confirma la existencia de algunos grupos apoyados por caracteres
morfologicos y moleculares (Andrés-Hernandez & Terrazas, 2009; Andrés-Hernandez et
al., 2012). Dado que la vascularizacion de hojas y tépalos es muy similar, estas piezas
florales son consideradas hojas modificadas (Dickison, 1993). De manera que este caracter
podria representar un caracter taxondémico importante. En las especies de Echinopsis
analizadas, las nervaduras secundarias se ramifican a lo largo de toda la extension de las
piezas perianticas, uniéndose para formar areolas, sin embargo, hacia los margenes del
tépalo se observan libres. Las diferencias encontradas en la morfologia del &pice y
margenes de las piezas sepaloides y petaloides en Echinopsis sugieren que se trata de
rasgos Utiles para contribuir a la diferenciacion de ambos tipos de piezas en este género.
Tipicamente, la estructura de sépalos de las angiospermas suele presentar una base a
menudo amplia con tres trazas vasculares y un apice acuminado, mientras que la estructura
de los pétalos suele ser de base pequefia con solo una traza vascular y un apice amplio y a
veces emarginado (Endress, 1994). Sin embargo, Tiagi (1955) ha reportado para Cactaceae
que el nimero de haces vasculares provenientes del receptaculo que penetra en los tépalos
no es siempre constante. Este Gltimo autor cita como ejemplos a Pereskia bleo DC. y
Opuntia dillenii Haw., donde el nimero de haces que penetra en cada pieza disminuye,
segun su ubicacion, desde el interior de la flor hacia el exterior, unos pocos tépalos externos
reciben un haz vascular que inmediatamente se divide en tres, mientras que los tépalos méas
internos reciben varios haces. En las especies de Echinopsis, el nimero de haces vasculares
que penetran tanto en piezas sepaloides como petaloides es numeroso y variable. Dentro de
cada tépalo, las trazas vasculares se dividen repetidamente desde la base, y forman una red
de venas que en corte transversal se observan como numerosos paquetes de haces
colaterales, separados por grandes cavidades mucilaginosas.

El género Echinopsis se caracteriza por presentar estambres en dos series, una serie

numerosa, espiralada en el tubo y otra serie menos numerosa, dispuesta en un anillo simple



en la fauce (Kiesling et al., 2011), a diferencia de los géneros Pereskia y Rhipsalis que se
caracterizan por presentar una unica serie de estambres (Anderson, 2001). Leins y Erbar
(1994) interpretaron que en Caryophyllales el androceo ancestral era multiestaminado y
centrifugo, como en Cactaceae y Aizoaceae, donde muchos estambres surgen centrifugos

en un anillo androecial primitivo.

Segun Endress (1994), los estambres desarrollados pueden cumplir funciones
adicionales relacionadas con la atraccion Optica a los polinizadores. Un androceo
desarrollado caracteriza a las “flores de polen” que proveen solo polen a sus polinizadores,
o raramente pequefias cantidades de nectar. Muchas de estas flores aparecen en taxones con
androceo poliandrico, pero existen representantes de un gran numero de familias con
androceo oligoandrico que también presentan flores de polen especializadas (Endress,
1994). La polinizacién por abejas es obviamente un sistema de polinizacion muy exitoso, y
ha sido adoptado por numerosas especies de cactus que pertenecen a diferentes tribus y
géneros, y es probablemente la condicion primitiva en la familia (Anderson, 2001). Dentro
de las especies de Echinopsis analizadas, E. ancistrophora, E. atacamensis, E. terscheckii y
E. tubiflora se caracterizan por ser generalistas, en las cuales se ha registrado la visita y
polinizacién a través de abejas, un insecto no esperado de acuerdo a la especializacion
fenotipica a mariposas nocturnas que caracteriza a estas especies (de Viana et al., 2001;
Schlumpberger & Badano, 2005; Schlumpberger et al., 2009; Ortega-Baes et al., 2010;
Gorostiague, 2015).

En cuanto a la anatomia del androceo, a diferencia de lo observado en Echinopsis,
se reportd variacion en la cuticula de la epidermis de filamentos en especies de Opuntia
(Fuentez-Pérez et al., 2009). En todas las especies analizadas, los haces vasculares de cada
filamento, llegan hasta la porcidn superior de la antera. La presencia de un haz vascular
concéntrico anficribal en los filamentos estaminales es un caracter compartido con varios
miembros de la familia (Tiagi, 1955; Fuentes-Pérez, 2004; Fuentes-Pérez et al., 2009;
Almeida et al., 2010). Las anteras maduras de E. tubiflora, muestran la epidermis y un
estrato de células que conforman el endotecio con engrosamientos fibrilares, semejante a lo
registrado en otras especies de Cactoideae y de Opuntia (Fuentes-Pérez, 2004; Fuentes-
Pérez et al., 2009; Almeida et al., 2010).



El ovario unilocular de estas especies, esta formado por la fusién de un ndmero
variable de carpelos, en donde se halla un numero relativamente grande de 6vulos (més de
1000 en E. tubiflora), de placentacion parietal (Booke, 1980). Los lobulos del estigma
pueden ser las partes distales libres de los carpelos en un gineceo sincarpico (Endress,
1994).

El estilo en los cactus varia morfoldgicamente, puede ser corto y grueso, o largo y
fino, cerrado o abierto (Arreola-Nava, 1997). Las especies de Echinopsis presentan estilo
semicerrado, con multiples capas de tejido de transmision rodeando la cavidad estilar,
similar a lo registrado para Pereskia, Opuntia y otros miembros de Cactoideae (Boke, 1963,
1966,1968; Fuentes-Pérez et al., 2009; Fuentes-Pérez, 2004). Sin embargo, este caracter
varia dentro de la familia, ya que se registro la presencia de un estilo sélido o cerrado en
Epiphyllum phyllanthus (L.) Haw. (Almeida et al., 2010).

El estigma de las especies de Echinopsis se encuentra anatdmicamente estructurado
de un modo similar al estilo, ya que representa una extension del mismo. ElI numero de
I6bulos estigmaticos es variable inter- e intraespecificamente, en concordancia con lo
reportado por Tiagi (1955) para otras especies de la familia. Los lobulos presentan
epidermis papilosa, como en la mayoria de los grupos de angiospermas (Esau, 1987). De
acuerdo a Endress (1994), el tamafio de la superficie estigmatica es un rasgo de interés en la
biologia floral. En los cactus, el estigma de la mayoria de las flores presenta caracteristicas
adecuadas para el aterrizaje de insectos, debido a su ubicacién por encima de las anteras
(Grant & Grant, 1979; Ross, 1981; del Castillo & Gonzalez-Espinosa, 1988). Las flores con

un gran namero de 6vulos tienden a tener estigmas grandes y humedos (Endress, 1994).

En la literatura no hay consenso en cuanto al tipo de 6vulo caracteristico de la
familia, y segin lo documentado en distintas investigaciones, se trata de un caracter
variable. Si bien los 6vulos campilotropos aparecen como los mas comunes (Boke, 1963;
Hernandez-Garcia & Garcia-Villanueva, 1991; Nufiez-Mariel et al., 2001; Anderson,
2001; Fuentes-Pérez et al., 2009), Kiesling et al. (2011) citan al 6vulo anatropo como
caracteristico. El tipo anfitropo caracteriza a especies de Hylocereus (A. Berger) Britton &

Rose (Cisneros et al., 2011), mientras que el tipo circinotropo, hallado en este estudio,



también fue encontrado en O. dillenii (Tiagi, 1955) y E. phyllanthus (Almeida et al.,
2010).

La morfologia y anatomia de las especies de Echinopsis analizadas evidencian una
organizacion floral (Bauplan) tipica de las cactaceas, coincidentemente con lo descripto en
otros taxones (Almeida et al., 2010; Fuentes-Pérez et al., 2009). En general, las flores de
las cactaceas muestran diversidad en las caracteristicas florales, aunque evidencian una alta
uniformidad desde el punto de vista estructural y anatomico (Mandujano et al., 2010). Sin

embargo, ciertos rasgos anatomicos florales permiten diferenciar a las especies.

Estructura del nectario floral

De acuerdo a Pimienta-Barrios & del Castillo (2002) los nectarios florales de las
cactaceas usualmente residen en la zona basal del estilo, formando una camara en la base
del receptaculo (tubo floral), donde el néctar se acumula. Otros estudios realizados en la
familia, revelan que el néctar se secreta en un receptaculo anular en los géneros Pereskia y
Rhipsalis, 0 a lo largo de la porcion basal del hipanto donde pueden aparecer camaras de
néctar formadas por diferentes érganos (Zandonella. 1977; Barthlott & Hunt, 1993; Nassar
et al., 1997). En las cinco especies de Opuntia estudiadas por Fuentes-Pérez et al. (2009) el
nectario se halla debajo de la regién de insercion de los filamentos mas internos, rodeando
la base del estilo. En Epiphyllum phyllanthus la estructura nectarifera se extiende desde la
base hasta la mitad de la pared interna del hipanto (Almeida et al., 2010). En apoyo a lo que
describe Anderson (2001) para ejemplares de la familia, E. tubiflora evidencia una
diferenciacion en la pared interna del hipanto, asociada a la base de los filamentos, region
en la cual se secreta una pequefia cantidad de néctar. De acuerdo a Bernardello (2007), este
nectario se clasifica como nectario hipantial, al igual que el caso de E. phyllanthus y las
especies de Opuntia estudiadas (Almeida et al.,, 2010; Fuentes-Pérez et al., 2009).
Buxbaum (1953) reconocid para Cactaceae tres tipos de nectarios: disco, embudo y cadmara
nectarial, correspondiéndose este ultimo con el tipo hipantial descrito por Bernardello
(2007).



La estructura de los nectarios florales de las especies analizadas es muy conservada.
Caracteristicas anatomicas, tales como la presencia de tricomas epidérmicos, y parénquima
nectarifero homogéneo con células pequefias, fueron registradas en otras especies de
cactaceas (Almeida et al., 2010) y otros grupos de angiospermas (Fahn, 1979). En base al
andlisis realizado en las siete especies de Echinopsis, se puede considerar la forma de las
celulas epidérmicas del nectario floral como un caracter de importante valor diagndstico
que permite agruparlas y diferenciarlas de especies cercanamente emparentadas (para

mayor detalle ver capitulos 4 y capitulo?).

Los nectarios florales definen a las “flores de néctar”, las cuales ofrecen recompensa
a la mayoria de los grupos polinizadores, sin embargo, en muchas flores de néectar el polen
también es colectado por los polinizadores (Endress, 1994). Estas estructuras secretoras,
ademds, son caracteres con importancia taxonémica (Bernardello, 2007); para poder
comprender el valor taxonémico de este caracter dentro de Cactaceae, se requerira extender

el estudio de estas estructuras a un mayor nimero de taxones.
Ultraestructura del nectario floral

Las caracteristicas ultraestructurales observadas en el nectario floral de E.
terscheckii son similares a las encontradas en otras angiospermas (Fahn, 1979; Nepi, 2007).
Sin embargo, difieren de lo registrado para nectarios extraflorales en Cactaceae (Mauseth,
1982). De acuerdo a Nepi (2007), el citoplasma que caracteriza a células secretoras de
néctar, usualmente es rico en ribosomas y mitocondrias en el momento de secrecién,
indicando un aumento en los requerimientos energéticos para la produccion de néctar.
Tanto el parénquima nectarifero como los tricomas epidérmicos que tapizan la cdmara
nectarifera muestran caracteristicas que se corresponden con células metabolicamente
activas, asociadas a procesos de transformacion y secrecion de néctar (Stefano, 2001; Nepi,
2007; Aguero et al., 2018).

El néctar es exudado principalmente a través de estomas, como ocurre en otras
cactaceas estudiadas y en la mayoria de las Eudicotiledéneas (Bernardello 2007; Aglero et
al., 2018, consultar capitulo 4 para mayor detalle). Sin embargo, el analisis ultraestructural
sugiere que la secrecion probablemente ocurre siguiendo un mecanismo mixto: via

simplasto, liberdndose al exterior por ruptura de la cuticula de los tricomas y, via apoplasto,



liberdndose a través de los estomas que se distribuyen entre los tricomas. La secrecion
aparentemente comienza en el estadio de antesis, mientras que en la etapa de preantesis, la
elevada actividad metabdlica observada en el citoplasma de células epidérmicas y del
parénquima nectarifero, probablemente se relaciona con procesos de movilizacién de
azucares previo a la etapa de secrecion. La fuente de azucar de los néctares puede ser de
fotosintesis directa en el nectario o en cualquier otra parte de la planta, o los azlcares
pueden provenir de la hidrolisis de almidon almacenado temporariamente en el tejido
secretor (Pacini et al., 2003; Nepi, 2007). La ausencia de cloroplastos tanto en el
parénquima nectarifero como en los tricomas epidérmicos de E. terscheckii, sugiere que el
azucar no se produce por fotosintesis en estos tejidos, sino que es movilizado y almacenado
alli en amiloplastos, para luego ser hidrolizado y utilizado durante la fase de sintesis

durante la preantesis floral.

CONCLUSIONES

*El Bauplan anatomico floral de Echinopsis demostrd ser conservado en relacion al
Bauplan de la familia, como era de esperar, las diferencias encontradas dentro del género
representan al modo floral (sensu Endress, 1994), es decir, en lo que refiere a rasgos
tradicionalmente asociados a los procesos de polinizacion (especialmente en cuanto a

forma, tamafio, color y recompensa para polinizadores).

*La ultraestructura del nectario floral de E. terscheckii revelé que los tricomas
epidérmicos que tapizan la camara nectarifera muestran caracteristicas de células
metabolicamente muy activas, lo que podria indicar que la secrecidn de néctar podria seguir

un mecanismo mixto: a través de estomas y a través de rotura de la cuticula de tricomas.



CAPITULO 4

;CUAN CONSERVADA ES LA
ESTRUCTURA DEL NECTARIO
FLORAL EN ESPECIES DE

DIFERENTES GENEROS
POLINIZADAS POR AVES?
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Capitulo 4

INTRODUCCION

Entre las recompensas que producen las flores se destaca el néctar, principal
fuente de alimento para muchos polinizadores. Esta sustancia energética es secretada por
los nectarios, estructuras que suelen presentarse en las plantas que son polinizadas por
animales como insectos, aves 0 mamiferos pequefios (Fahn, 1978; Nepi, 2007). Desde el
punto de vista anatdmico, estas estructuras secretoras varian ampliamente en morfologia
y ontogenia (Fahn, 1979, 1988; Durkee, 1983; Smets et al., 2000). Muchos investigadores
utilizaron la forma y la ubicacion de los nectarios, como caracteristicas taxonémicas
mediante la cual llegaron a sostener teorias sobre las interrelaciones entre especies,
géneros y familias (Bonnier, 1879; Schniewind-Thies, 1897; Brown, 1938; Fahn, 1978).

Los nectarios florales fueron ampliamente estudiados en numerosas familias.
Entre los trabajos recientes podemos citar los estudios de estructura y ultraestructura de
nectarios florales de Ecballium elaterium (L.) A. Rich (Cucurbitaceae) (Fahn & Shimony,
2001); el analisis de la ultraestructura del tejido nectarifero de las flores de Prunus persica
(L.) Batch cv. Forastero (Rosaceae) (Radice & Galati, 2003); la contribucién de Galetto
(2006) sobre morfologia y anatomia floral en nectarios en especies de Apocynaceae-
Asclepiadoidea; el trabajo de Solis & Ferrucci (2009), sobre la morfoanatomia y
ontogenia de los nectarios florales de Cardiospermum grandiflorum Sw. y Urvillea
chacoensis Hunz. (Sapindaceae); la contribucién de Solis et al. (2017), autores que
estudiaron la morfologia y estructura de los nectarios florales en diversas tribus de
Sapindaceae s.s. y sus implicancias sistematicas; y el trabajo de Tolke et al. (2018)
quienes abordaron la diversidad de las secreciones del nectario floral y la ultraestructura,

y su potencial para la sistemética de Anacardiaceae.

La gran diversidad de fenotipos florales presentes en las angiospermas se ha
vinculado tradicionalmente a la especializacion a diferentes grupos de polinizadores,
basados en el concepto de sindromes de polinizacion (Fenster et al., 2004). La definicion
de sindrome floral se basa en rasgos florales estrechamente relacionados con el proceso
de polinizacion, incluida la forma, el tiempo y la duracién de la antesis, el color, el tamafio
y la produccién de sustancias que pueden funcionar como atrayentes o0 recompensas
florales para los polinizadores, como aceites, néctar, olores y fragancias. Se ha propuesto
que el grupo de polinizadores (o al menos el polinizador mas efectivo) que visitan una
determinada especie de planta puede predecirse basdndose en estos rasgos (Faegri & van
der Pijl, 1979; Buchmann, 1987; Baker & Baker, 1990; Fenster et al., 2004; Neff &
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Simpson, 2005). Debido a que la mayoria de los sistemas de polinizacion estudiados han
demostrado ser generalistas, independientemente de las caracteristicas florales de una
planta, el contexto ecoldgico donde se desarrolla puede determinar las relaciones
mutualistas que establece. Por esta razon, se han propuesto diferentes formas de
especializacién de una especie en polinizacion: fenotipicas (asociadas con rasgos florales
de la especie), funcionales (asociadas con los gremios de visitantes de flores) y ecoldgicas
(asociadas con el numero de especies que visitan) (Waser et al., 1996; Ollerton et al.,
2007).

Las flores de las diferentes especies de Cactaceae suelen ser variables basicamente
en cuanto a forma y color. La variacion en este conjunto de rasgos define los fenotipos
florales, que nos permiten vincular los cactus con ciertos grupos de polinizadores
especializados, como polillas, abejas, aves y murciélagos (Grant & Grant, 1979; Gibson
& Nobel, 1986; Valiente-Banuet et al., 1996; de Viana et al., 2001; Pimienta-Barrios &
del Castillo, 2002). Los diferentes tipos de flores descritos para la familia suelen estar
estrechamente relacionados con los animales que visitan las flores y las polinizan de
manera eficiente (Gibson & Nobel, 1986; Pimienta-Barrios & del Castillo, 2002). Sin
embargo, la evidencia actual indica que, aunque los cactus pueden exhibir una
especializacion fenotipica, la mayoria de los sistemas de polinizacion no son tan estrictos.
Sus flores pueden ser visitadas por una variedad de animales taxonémicamente diferentes,
incluidos algunos inesperados para un determinado sindrome de polinizacion (Waser et
al., 1996; Fleming et al., 2001; Ollerton et al., 2007; Walter, 2010; Ortega-Baes et al.,
2011; Larrea-Alcazar & Lopez, 2011; Alonso-Pedano & Ortega-Baes, 2012; Gorostiague
& Ortega-Baes, 2016; Gorostiague & Ortega-Baes, 2017).

La polinizacion por aves se ha registrado en un gran nimero de especies de
cactaceas de diferentes linajes, a través de todo su rango de distribucién. Ademas, una
proporcién significativa de las especies en la familia presentan una especializacion
fenotipica a este tipo de polinizacién, e incluso se ha propuesto la existencia de linajes
especializados (p. ej., los géneros Cleistocactus, Denmoza, Oreocereus, Matucana
Britton & Rose, Melocactus Link & Otto, entre otros; Anderson, 2001; Hunt, 2006). No
obstante, la evidencia actual indica que las aves pueden polinizar tanto a especies de
cactus con flores especializadas, como a aquellas especies que presentan flores adaptadas

a la polinizacién por otros gremios de animales (Fleming et al., 2001; Gorostiague &
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Ortega-Baes, 2017). Este fendmeno sugiere que los rasgos florales no siempre son
predictivos para los visitantes (Gorostiague & Ortega-Baes, 2016).

La tribu Trichocereeae ha diversificado en el hemisferio sur, constituyendo la
segunda tribu méas grande de la subfamilia Cactoideae (Gibson & Nobel, 1986; Anderson,
2001). En el noroeste de Argentina, esta representada por especies de los géneros
Cleistocactus, Denmoza, Echinopsis, Gymnocalycium, Harrisia, Oreocereus and Rebutia
(Hunt, 2006). Echinopsis es uno de los géneros més diversos en cuanto a formas de vida
y fenotipos florales, e incluye todos los modos de polinizacién descritos para la familia.
Segun la filogenia molecular de Schlumberger & Renner (2012), Echinopsis s.I. es un
grupo monofilético que incluye géneros estrechamente relacionados, tales como
Cleistocactus y Denmoza (Anderson, 2001; Hunt, 2006). La presencia de especies
polinizadas por aves se destaca dentro de este diverso linaje, incluyendo tanto a especies
con flores especializadas a este gremio de animales (Gorostiague & Ortega Baes, 2016;
Gorostiague, 2017), como a especies con flores con especializacion fenotipica a las
polillas (de Viana et al., 2001; Schlumberger & Badano, 2005; Gorostiague & Ortega
Baes, 2017). Estas caracteristicas particulares hacen que este linaje sea interesante para
evaluar las diferencias estructurales en sus flores que definen las interacciones

mutualistas que el grupo establece con sus visitantes florales.

Los nectarios florales son estructuras que producen y ofrecen néctar, una solucién
rica en azlcar que interviene en las interacciones planta-animal (Pacini et al., 2003). Estas
estructuras secretoras varian en morfologia, anatomia, topologia y modo de secrecién de
néctar (Fahn, 1952, 1954, 1979, 1988; Durkee, 1983; Smets et al., 2000). Se ha sugerido
que la variacion registrada en nectarios florales estd estrechamente asociada con su
funcion (Fahn, 1979; Giuliani et al., 2012) y también esta relacionado con el tipo de
polinizador (Baker & Baker, 1983; Pacini et al., 2003). En general, el nectario floral de
cactus presenta forma de un anillo continuo con tejido glandular ubicado en la superficie
interna del tubo floral, el mismo se origina por la concrescencia del androceo y el perianto,
rodeando la base del estilo (Zandonella, 1977). Aunque es reconocido el valor ecoldgico
del néctar como recurso energético para los polinizadores, la estructura de los nectarios
florales ha sido poco estudiada en la familia (Stefano et al., 2001; Fuentes-Pérez et al.,
2009; Almeida et al., 2012, 2013; Aguero et al., 2018).

En este contexto, se estudiaron los nectarios florales en especies de Trichocereeae

de diferentes géneros, con el fin de explorar las relaciones entre la estructura anatomica
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del nectario floral y la especializacion fenotipica floral en flores polinizadas por aves. Se
analizé la morfo-anatomia del nectario en especies que presentan diferentes fenotipos
florales: cuatro especies con especializacion en polinizacion por aves (Cleistocactus
baumannii, C. hyalacanthus, C. smaragdiflorus y Denmoza rhodacantha), y una especie
con especializacion floral a la polinizacion por polillas (E. atacamensis). Adicionalmente,
el analisis incluyé a una especie con especializacion fenotipica a la polinizacion por
polillas, en la que no se registrd la polinizacion de aves (E. tubiflora), con el fin de mejorar
la comprensién de las relaciones planta-polinizador en esta tribu. Se esperaba encontrar
diferencias en las caracteristicas morfo-anatdmicas de los nectarios entre las especies

estudiadas, asociadas con los diferentes gremios de polinizacion.

RESULTADOS

Morfologia floral

Las seis especies estudiadas presentan flores perfectas, epiginas, solitarias y
sésiles, con hipantio desarrollado, cubiertas de bracteas que llevan pelos en las axilas. El
perianto espiral estd compuesto por numerosos segmentos lanceolados del mismo color o
de un color diferente al del tubo, que se fusionan en la base que forma el tubo floral (Fig.
13A-F). Las flores de Cleistocactus y Denmoza muestran especializacion fenotipica a
aves. Las mismas son tubulares, con el limbo periantico apenas abierto, aparentemente
actinomorfas o zigomorfas por curvatura del tubo. Las flores de Cleistocactus usualmente
nacen lateralmente a lo largo de las porciones superiores de los tallos. (Fig. 13A-C),
mientras que en Denmoza las flores aparecen en la porcion superior del tallo (Fig. 13D).
Cleistocatus baumannii tiene flores sigmoides de alrededor de 50,20 + 9,53 cm de
longitud, con pericarpelo, tubo floral y tépalos rojos (Fig. 13A). C. hyalacanthus exhibe
flores ligeramente arqueadas, de color rojo claro a naranja, de aproximadamente 3,5-4 cm
de longitud (Fig. 13B). C. smaragdiflorus tiene flores de 4,9 cm de longitud, con tubo
floral recto, de color rosa, y tépalos verde esmeralda. (Fig. 13C). Las flores de D.
rhodacantha tienen 49,1 + 7,9 cm de longitud y varian en forma de recta a ligera o
marcadamente sigmoide, dependiendo de su ubicacion en el tallo; tanto el tubo floral
como el perianto son de color rojo-magenta, el tubo exhibe escamas con pelos axilares
blanguecinos (Fig. 13D). Las flores de E. atacamensis y E. tubiflora presentan

especializacion fenotipica esfingdfila; tienen forma de embudo, de aproximadamente 124
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+ 2y 128,6 + 18,6 cm de longitud, respectivamente, con tépalos externos de color verde

y tépalos internos blanco-cremosos (Fig. 13E-F).

Figura 13. Morfologia floral de flores polinizadas por aves de la tribu Trichocereeae. A.
Cleistocactus baumannii, detalle de flor tubular sigmoidea. B. C. hyalacanthus, detalle
de la porcion superior del tallo con botones florales, flores en antesis y frutos. C. C.
smaragdiflorus, detalle de flor tubular recta, note los tépalos verdes. D. Denmoza
rhodacantha, detalle de botones florales y flores tubiformes en el apice del tallo. E.
Echinopsis atacamensis, detalle de flor infundibuliforme. F. E. albispinosa, planta y flor
infundibuliforme. Fotografias: Valeria Gonzalez (A-C), Pablo Gorostiague (D-E).
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Morfologia de la camara de néctar

En las especies analizadas, la cAmara de néctar estd localizada por encima del
ovario y por debajo de la insercion de la serie interna de estambres, ubicada en la pared
interior de la porcion basal del hipantio, formando un cilindro hueco que rodea el estilo.
(Figs. 14A, E, H, 15A y 16A). En C. baumannii, en el extremo superior de la cAmara se
observa una estructura abierta de techo abovedado de parénquima no secretor (Fig. 14A).
En C. hyalacanthus y C. smaragdiflorus, en la porcién superior de la camara los
filamentos estaminales primarios permanecen fusionados en sus bases cuando comienzan
a liberarse del tubo (Fig. 14E, H). En todos los casos, se forma una cdmara de néctar
semicerrada. Denmoza rhodacantha presenta una cadmara con paredes altamente
desarrolladas, que consiste en multiples estratos de tejido nectarifero (Fig. 15A-C). En
seccion transversal, la pared de la cdmara muestra un contorno ondulado, siguiendo un
patron de crestas y valles (Fig. 15E). En la parte superior de la cdmara, un conjunto denso
de estaminodios en forma de tricomas lanosos forma un tapon que cierra la camara (Fig.
15A, B). Los estaminodios no son vascularizados, en algunos casos las bases son
prolongaciones filiformes multicelulares que se originan en la porcion superior del tejido
nectarifero; éstos muestran, en la region proximal una epidermis papilosa, similar a la
epidermis nectarifera, mientras que hacia la region distal se transforman en estructuras
multicelulares, de células muertas y de epidermis lisa (Fig. 15G, H). Echinopsis
atacamensis y E. tubiflora tienen camaras nectariferas semicerradas con una densa
barrera de cientos de filamentos estaminales que rodean el estilo y protegen el néctar (Fig.
16B). En la parte superior de la pared de la camara, se observan costillas verticales
paralelas al eje del estilo, que se corresponden con la base de los filamentos fusionados
al tubo (Fig. 16A).

Anatomia de la camara de néctar

Los nectarios de las especies analizadas comparten similitudes estructurales: la
pared de la cAmara est4d compuesta por una epidermis uniestratificada, y un paréngquima
nectarifero homogéneo subyacente, delimitado por parénquima subnectarifero no
secretor, con tejido vascular asociado. Sin embargo, las caracteristicas epidérmicas
permiten diferenciar a los generos.

Epidermis nectarifera y secrecién de néctar

En las tres especies de Cleistocactus, la epidermis nectarifera es glabra, con

células epidérmicas propiamente dichas de cuticula delgada; en seccion transversal, estas
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células muestran un contorno cuadrangular o rectangular, con un ndcleo prominente y
una vacuola que ocupa gran parte del citoplasma celular (Fig. 14B, F, 1). En Denmoza, la
epidermis muestra tricomas unicelulares cortos, de 44,3 + 10,9 um de longitud, con
nucleos visibles localizados en la base o centro del tricoma, citoplasma denso y grandes
vacuolas (Fig. 15D, F). En las especies de Echinopsis, la epidermis presenta tricomas
unicelulares, con un gran nucleo en posicion basal y citoplasma granuloso denso (Fig.
16C-E, F-H). En E. atacamensis, los tricomas tienen una longitud de 51,7 + 11,1 um, y
se inclinan hacia el ostiolo cuando estan cerca de los estomas, contribuyendo de esta
manera a prevenir la evaporacién del néctar (Fig. 16E, G). Estas caracteristicas de las
celulas epidérmicas coinciden con caracteristicas de tejidos metabdlicos activos, y
podrian estar relacionadas con la produccion de néctar y los procesos de secrecion del
mismo. Todas las especies estudiadas tienen estomas modificados (nectarostomas) de tipo
anomocitico, que estan involucrados en la exudacion del néctar; estan ubicados al mismo
nivel de la epidermis o ligeramente hundidos, presentan camaras subestomaticas
conspicuas (Figs. 14C, F, 15F, 16E). En las especies de Cleistocactus, los estomas suelen
ser escasos, pero se han registrado dafios en la epidermis, presumiblemente por la accién
de visitantes florales (p. ej., las interrupciones de la epidermis con una sustancia

cristalizada se observan en C. baumannii, Fig. 14D).
Parénquima nectarifero

El tejido secretor se diferencia del parénquima de la base de los filamentos
estaminales, que se encuentran adnatos al tubo floral y muestran cohesion entre si. En
seccion longitudinal, la pared interna del tubo floral esta formada por tejido nectarifero,
mientras que el area que comprende el techo del ovario y la base del estilo consiste en
parénquima no secretor (Fig. 14G, J). El parénquima nectarifero exhibe caracteristicas de
tejidos con alta actividad metabdlica, probablemente relacionados con la transformacion
del néctar y los procesos de secrecion. Es homogéneo, mostrando tipicamente varias
capas de células isodiamétricas; estas células son mas pequefias que las células del
parénquima no secretor, de pared gruesa, con citoplasma granular denso y ndcleo
prominente, y se disponen de modo compacto (Figs. 14B, F, I, 15C, E y 16C). En las
especies de Cleistocactus y Echinopsis, las células tienen vacuolas que contienen cristales
de oxalato de calcio en forma de drusas y algunos cristales prismaticos. Ademas, el

parénquima secretor muestra abundantes células con granos de almidén (cruz de Malta
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en luz polarizada) (Figs. 141, 16D). En D. rhodacantha, solo se observan granos de

almidon en el parénquima nectarifero cerca de la epidermis.

Parénquima subnectarifero

El parénquima subnectarifero exhibe células isodiamétricas, de mayores
dimensiones que las del tejido secretor, con vacuolas que ocupan la mayor parte del
citoplasma celular, y abundantes granos de almidon, paredes delgadas y espacios
intercelulares visibles (Figs. 14B, F, I, 15E, 16C).

Vascularizacion

El parénquima subyacente al parénquima subnectarifero contiene haces
vasculares perifloematicos en una disposicion de anillo, que se corresponden con los
haces vasculares de los filamentos estaminales y otros verticilos florales que se
encuentran fusionados como parte del tubo floral a nivel del nectario. Estas trazas,
delimitan el tejido secretor y son las que irrigan el nectario en las especies de
Cleistocactus y Echinopsis (Figs. 14B, F, I, 16C, D). Sin embargo, en D. rhodancatha, la
inervacion de las paredes de la cAmara de néctar es mas compleja; trazas de xilema y
floema originadas en el anillo vascular del parénquima subnectarifero penetran y se

ramifican profundamente en el tejido nectarifero (Fig. 15C-E).

Los resultados obtenidos en este trabajo se resumen en la Tabla 3, que también

incluye datos de fenotipo floral y literatura de la biologia reproductiva de estas especies.
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Tabla 3. Cuadro comparativo de caracteristicas anatdmicas de nectarios florales, fenotipos florales y biologia reproductiva de las especies de la
tribu Trichocereeae del noroeste argentino analizadas.

Especies Nectario Floral Fenotipo | Polinizadores | Bibliografia
Tipo | Vascularizacion | Epidermis | Modo de floral donde se
secrecion referencian
polinizadores
Cleistocactus Camara Haces Lisa Estomas Ornitofilo Colibries Gorostiague &
baumanii semice- vasculares de Holocrina Ortega Baes,
rrada xilemay floema 2016
delimitan el
parénquima
nectarifero
C. hyalacanthus | Camara Haces Lisa Estomas Ornitoéfilo Nohay |-
semice- vasculares de informacion
rrada xilema y floema disponible
delimitan el
paréngquima
nectarifero
C. smaragdiflorus | Camara Haces Lisa Estomas Ornitdfilo Colibries Gorostiague &
semice- vasculares de Abejas Ortega Baes,
rrada xilema y floema 2016
delimitan el
parénquima
nectarifero
Denmoza Céamara Trazas de xilema | Papilosa Estomas Ornitofilo Colibries Gorostiague,
rhodancantha cerrada y floema Halictidos 2015
penetran en el
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parénquima Eggli &
nectarifero Giorgetta,
2015
Echinopsis Céamara Haces Con Estomas Esfingofilo | Abejas Gorostiague,
albispinosa semice- vasculares de tricomas Tricomas 2015
(E. tubiflora) rrada xilemay el unicelulares

floema delimitan
el parénquima
nectarifero

E. atacamensis Céamara Haces Con Estomas Esfingofilo | Abejas De Viana et
semice- vasculares de tricomas Tricomas Colibri al., 2001
rrada xilemay floema | unicelulares gigante Schlumpberger
delimitan el & Badano,
parénquima 2005

nectarifero
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Figura 14. Morfo-anatomia del nectario floral en especies de Cleistocactus. A-D. C. baumannii. A.
Fotomicrografia obtenida con microscopio electronico de barrido (MEB) de la camara nectarifera en
seccion longitudinal, note en la parte superior la estructura de techo-b6veda (punta de flecha blanca)
formada por la fusion de la base de los estambres internos que comienzan a liberarse. B. Seccion
transversal del nectario floral bajo microscopio optico (MO). C. Detalle de nectarostomas (punta de
flecha negra) con remanentes de secrecion cristalizada. D. Detalle de epidermis interrumpida con trazas
de secrecion cristalizada. E-G. C. hyalacanthus. E. Cdmara nectarifera en seccion longitudinal, note la
base fusionada de los filamentos de la serie interna (estrella blanca), que se liberan en la porcion
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superior de la cdmara (MEB). F. Seccion transversal del nectario floral bajo MO. G. Seccion
longitudinal del nectario floral. H-K. C. smaragdiflorus. H. Cdmara de néctar en seccion longitudinal,
las flechas blancas indican las bases de los filamentos fusionados (MEB). I. Corte transversal de
nectario floral, con luz polarizada, los granos de almiddén muestran la figura de una cruz de malta. J.
Seccion longitudinal de la cAmara nectarifera. Abreviaciones: ep= epidermis; f= filamento; nc= cdmara
de néctar; np= parénquima nectarifero; snp= parénquima subnectarifero. Escalas: A= 2mm; B=100um;
C, 1= 20pum; D = 30pum; E, H= 1mm; F= 50um; G, K= 200pm.
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Figura 15. Morfo-anatomia del nectario floral de Denmoza rhodacantha. A. Parte basal de la flor en
seccion longitudinal, observe la cdmara de néctar que rodea la base del estilo, con un "tapon” de
tricomas lanosos (punta de flecha blanca) en la parte superior, junto a la serie interna de filamentos
libres. B. Seccidn longitudinal de la pared del nectario floral (MEB). C. Fotomicrografia de seccion
longitudinal de la pared del nectario floral bajo MO. D. Detalle de una cresta que muestra trazas de
xilema y floema que penetran profundamente en el parénguima nectarifero y se ramifican (flechas). E.
Corte transversal de una porcién del nectario floral, observe el patrén de picos y valles de las paredes
de la cAmara nectarifera, formada por parénquima nectarifero. F. Detalle de nectarostoma (cabeza de
flecha), con camara subestomatica conspicua. G. Estaminodios nacidos en la porcion superior de la
camara de néctar, observe la ramificacion basal de los mismos (estrella negra), y la base de los tricomas
multicelulares rizados (estrella blanca) (MEB). H. Detalle de la base de estaminodios no vascularizados
(estrella negra), naciendo junto a tricomas lanosos (estrella blanca). Abreviaturas: f= filamentos; cn=
camara de néctar; pn= parénquima nectarifero; psn= parénquima subnectarifero; E= estilo; hv= haces
vasculares. Escalas: B= 500 um; C, E, G= 200 um; F= 20 um; D, H= 50 pm.

Figura 16. Morfo-anatomia del nectario floral de Echinopsis. A-E. E. atacamensis. A. Vista general
de la camara nectarifera en corte longitudinal de flor, observe la base de filamentos (f) que comienzan
a liberarse en la porcion superior. B. Corte transversal de la flor por encima de la camara nectarifera,
note la barrera formada por los filamentos de la serie interna de estambres que rodean al estilo (E). C.
Fotomicrografia de seccion transversal de nectario floral en MO. D. Nectario floral con luz polarizada,
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observe la abundancia de drusas y granos de almidon en el parénquima nectarifero (pn), los granos de
almidén muestran la figura de una cruz de malta. E. Detalle de nectarostomas (punta de flecha), note
los tricomas unicelulares inclinados hacia las aperturas. F-H. E. tubiflora. F-G. MEB. F. Vista de la
superficie de la pared de la cAmara de néctar, observe las nectarostomatas (punta de flecha blanca). G.
Detalle de nectarostomas. H. Corte transversal de nectario floral en MO. Escalas: A= 3mm; B= 5mm;
C, D= 50um; E= 20um, F=50um; G= 5um; H= 10um. Abreviaturas: cn= camara de néctar; pn=
parénquima nectarifero, psn= parénquima subnectarifero, hv= haces vasculares.

DISCUSION

Morfologia floral

El valor sistematico de ciertos patrones de organizacion interna de la flor, particularmente de
los nectarios florales, ha sido poco explorado en Cactaceae (Buxbaum, 1953; Tiagi, 1955, Boke, 1963,
1964, 1966, 1968, 1980; Pimienta-Barrios & del Castillo, 2002; Strittmatter et al., 2002; Fuentes-Pérez
et al., 2009; Almeida et al., 2010, 2013). Los caracteres florales se han interpretado tradicionalmente
como respuesta a las presiones selectivas de los polinizadores (Johri, 1984; Fenster et al., 2004). Asi,
segun el concepto de "sindrome de polinizacion” de Faegri & van der Pijl (1979), el conjunto dado de
caracteres florales que definen el Bauplan floral de una especie responderia a un grupo especifico de
animales polinizadores. Las especies incluidas en este estudio comparten polinizacion por aves (de
Viana et al., 2001; Schlumpberger & Badano, 2005; Gorostiague & Ortega-Baes, 2016; Gorostiague,
2017); sin embargo, segun la morfologia de la flor, la especializacion fenotipica para las aves se puede
reconocer en Cleistocactus y Denmoza, mientras que Echinopsis muestra especializacion fenotipica
para las mariposas nocturnas. El concepto de sindrome floral puede ser Gtil para comprender los
mecanismos de la diversificacion floral, impulsados por las presiones selectivas que los polinizadores
pueden ejercer sobre las caracteristicas florales (Fenster et al., 2004; Rosas-Guerrero et al., 2014). Este
concepto hasido criticado, dado que la evidencia sugiere que la mayoria de los sistemas de polinizacion
son de hecho generalistas y que los polinizadores reales de una flor dada a veces pueden diferir de los
esperados (Ollerton et al., 2009).

De acuerdo con van der Pijl (1960), el sindrome floral de polinizacion por aves incluye una
serie de caracteristicas (es decir, antesis diurna, flores sin olor, de color rojo escarlata, corolas tubulares,
nectarios profundos y grandes cantidades de néctar) que responderian a las presiones selectivas
ejercidas por polinizadores. Ademas, la presencia de cdmaras de néctar que permiten la acumulacion
de néctar es una caracteristica tipicamente asociada con la polinizacion por colibries (Brown & Kodric-
Brown, 1979; Stiles, 1981; Diaz & Cocucci, 2003; Aglero et al., 2018).
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En cactus, la polinizacion mediada por abejas se ha indicado como la mé&s comdn y
probablemente sea la condicion ancestral (Anderson, 2001; Schlumpberger & Renner, 2012), mientras
que la polinizacidn por aves, murciélagos y mariposas nocturnas serian condiciones derivadas comunes
a algunas tribus, como Pachycereeae y Trichocereeae (Grant & Grant, 1979; Gibson & Nobel, 1986).
La especializacion fenotipica a la polinizacion por aves se ha desarrollado de forma independiente en
tres de las cuatro subfamilias actualmente reconocidas en Cactaceae, excepto en la pequefia subfamilia
Maihuenioideae (Anderson, 2001; Gorostiague & Ortega-Baes, 2016). Aunque la especializacion
fenotipica a la polinizacion por aves se ha registrado con frecuencia en los cactus, esta condicion no es
predictiva de la especializacion a nivel funcional o ecoldgico, ya que en la mayoria de los casos de
polinizacion por aves se registraron otros grupos de polinizadores (Eggli & Giorgetta, 2015;
Gorostiague & Ortega-Baes, 2016).

Por otra parte, E. atacamensis comparte caracteristicas florales con otras especies de cactus
columnares que estan asociados a la polinizacion por mariposas nocturnas (corola blanca, tépalos
resistentes, muchas anteras con alto contenido de polen, antesis nocturna y alta produccion de néctar).
Sin embargo, la evidencia basada en estudios de campo indica un sistema de polinizacién generalista
en esta especie, con aves e insectos diurnos como visitantes florales complementarios (De Vianaet al.,
2001; Schlumpberger & Badano, 2005). Este Gltimo es uno de los casos que ilustra que las aves pueden

polinizar especies que no estan adaptadas fenotipicamente a la ornitofilia.

Morfologia de la camara de néctar

Caracteres tales como la posicion y la forma de los nectarios florales son factores importantes
que determinan la cantidad de néctar secretado y, por lo tanto, los polinizadores que se atraen (Gudifio
et al., 2015). Las caracteristicas morfo-anatomicas de los diferentes tipos de nectarios florales
proporcionan informacion importante que puede contribuir a nuestra comprension de las relaciones
filogenéticas o al soporte de relaciones inferidas previamente con datos moleculares (Endress et al.,
2000; Endress, 2002; Bernardello, 2007; Nepi, 2007; Solis et al., 2017). Se han registrado casos de
tipo de nectario similar dentro de una familia; sin embargo, una de las razones de la gran diversidad
observada en la estructura del nectario depende en gran medida del tipo de polinizador (Pacini et al.,
2003).

Buxbaum (1953) reconocio tres tipos basicos de “zonas nectariferas” para Cactaceae: nectario
en surco, disco y camara de néctar. Bernardello (2007) clasifico a los nectarios de Cactaceae como
hipantiales. En Pereskia Mill. y Rhipsalis Gaertn., el néctar se secreta a traves de un receptaculo anular,

mientras que en otros taxones se produce una secrecion a lo largo de la porcidn basal del hipantio
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(Zandonella, 1977; Barthlott & Hunt, 1993; Nassar et al., 1997; Fuentes-Pérez et al., 2009; Almeida et
al., 2010, 2012, 2013).

Los nectarios hipantiales estudiados comparten algunos rasgos en la estructura general. Sin
embargo, presentan diferencias morfoldgicas que permiten la diferenciacion de algunas especies,
aunque es dificil inferir tendencias evolutivas. Estas cAmaras pueden aparecer mas 0 menos cerradas,
debido a la formacion de un denso anillo de filamentos (p. ej., E. atacamensis y E. tubiflora), o por la
presencia de apéndices filamentosos o hipantiales (p. ej., Schumbergera, y en especies de Cleistocactus
aqui analizadas), y en algunas especies de Opuntia, debido a una excrecencia anular o incluso en forma
de copa en la base del estilo (Buxbaum, 1953; Barthott & Hunt, 1993; Agliero et al., 2018). En C.
baumannii, como en Schlumbergera, la porcion superior del nectario se asemeja a una estructura de
techo de boveda formada por parénquima no secretor y los estambres primarios que rodean el estilo
(Almeida et al., 2013). Denmoza es el caso mas interesante porgue presenta una camara cerrada por un
"tapon" de estaminodios crespos. Los visitantes florales deben cruzar esta barrera con sus picos para
poder acceder al néctar. Poco se sabe sobre la presencia de estaminodios en Cactaceae. Se registraron
en Pereskia formando grupos de tricomas lanosos entre los tépalos petaloides y estambres
(Leuenberger, 1986), y en Brasiliopuntia, Matucana y Denmoza, donde se observa un anillo de
estaminodios parecidos a vellosidad (Anderson, 2001). Se sugiere que las estructuras formadas por la
cohesion de las bases de filamentos (Cleistocactus), por la formacion de un tapén de estaminodios
(Denmoza), o por la barrera formada por la serie interna de filamentos libres (E. atacamensis y E.
tubiflora) proporcionan proteccién contra la evaporacion del néctar diluido que caracteriza a la mayoria
de las flores ornitdfilas (Baker, 1975). Estas estructuras regulan la comunicacion de la camara con el
exterior y los visitantes que buscan comida. Por lo tanto, solo ciertos grupos de polinizadores
potenciales pueden alcanzar la base de la flor para recolectar el néctar, que también esta protegido del
viento o lluvia. Se identificaron diferencias morfoldgicas interesantes a nivel del nectario floral que no
coinciden con la diferenciacion morfoldgica externa de flores entre especies con sindrome floral similar
(p. €j., colibries - Cleistocactus vs. Denmoza). Aunqgue las especies de Cleistocactus y Denmoza
comparten la morfologia floral tipica de las especies ornitofilas, difieren en las caracteristicas de las
camaras nectariferas, como la presencia de un tapon de estaminodios rizados en la porcion superior de
la camara, caracteristicas epidérmicas, desarrollo del tejido nectarifero, y vascularizacion del tejido
secretor.

Se sugiere que el patrén de crestas y valles que forman las paredes de la camara en Denmoza
aumenta la superficie secretora y contribuye a la acumulacion de néctar entre los pliegues. Se registro

un caso similar en especies de Opuntia (Aguero et al., 2018).
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Anatomia de la cAmara de néctar

La anatomia basica de los nectarios florales estudiados es similar a la descrita para otras
especies de cactus (Fuentes-Pérez et al., 2009; Almeida et al., 2010, 2012, 2013; Aglero et al., 2018).
Las seis especies analizadas también muestran similitudes en las caracteristicas estructurales generales
(es decir, nectario hipantial, tipo estructurado con tres tejidos diferenciados). Sin embargo, muestran
ciertas diferencias anatdmicas que nos permiten distinguir los tres géneros, pero estas diferencias no
se asociarian directamente con los fenotipos florales especializados que representan.

Epidermis nectarifera y secrecién de néctar

La presencia de epidermis uniestratificada y simple en nectarios florales se ha registrado en
especies de Opuntia (Fuentes-Pérez et al., 2009; Aguero et al., 2018) y Rhipsalis (Almeida et al.,
2012), mientras que se han citado tricomas epidérmicos en los géneros Epiphyllum Haw., Disocactus
Lindl., Hylocereus, Weberocereus Britton & Rose, y Selenicereus (Almeida et al., 2010; Stefano et al.,
2001).

La secrecion de néctar a través de estomas modificados, que han perdido la capacidad de
cerrarse, es la forma mas frecuente y ampliamente documentada de secrecion de néctar en las
angiospermas (Durkee et al., 1981; Bernardello, 2007; Nepi, 2007). En Cactaceae, la presencia de
estomas en la camara de néctar se registré para varios taxones (Zandonella, 1977; Almeida et al., 2012;
Aguero et al., 2018). Sin embargo, se ha informado que la secrecion de néctar se produce solo a través
de tricomas secretores en los cactus epifitos Selenicereus grandiflorus (L.) Britton & Rose (Stefano et
al., 2001) y Epyphyllum phyllanthus (Almeida et al., 2010). En las especies estudiadas, el néctar se
secreta principalmente a través de los estomas; no obstante, no se puede descartar la posibilidad de un
mecanismo de doble secrecion, que incluye la secrecion a través de microcanales de la cuticula o
cuticulas permeables, repitiendo patrones observados en E. terscheckii (para mayor detalle ver capitulo
3) y en otras especies de la familia (Nepi, 2007; Aglero et al., 2018). Ademas, la presencia de
interrupciones epidérmicas en C. baumannii, en donde se observa material cristalizado, indica un tipo
de secrecion holocrina, tal como sucede Selenicereus grandiflorus, en donde la secrecion

probablemente se inicia por la accion mecanica de los polinizadores (Stefano et al., 2001).

Parénquima nectarifero

De acuerdo a Pacini et al. (2003), el volumen del tejido nectarifero es proporcional a la cantidad
de néctar producido y, por lo tanto, al comportamiento del polinizador. Las especies aqui analizadas
exhiben rasgos también registrados en otras especies de cactus columnares (Gudifio et al., 2015).

Antes de la antesis, los azlcares del néctar se pueden almacenar como almidén en los

amiloplastos, en el parénquima nectarifero o en el parénquima subnectarifero (Pacini et al., 2003; Nepi,
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2007). En las especies estudiadas, el parénquima nectarifero tiene numerosos amiloplastos. La ausencia
de cloroplastos en el tejido nectarifero se puede atribuir a la ubicacién de los nectarios florales, dentro
de un tubo floral altamente desarrollado, que impide la exposiciéon al sol.

Por otro lado, las inclusiones minerales, en forma de drusas de oxalato de calcio, en el
parénquima nectarifero podrian desempefiar un papel funcional, inmovilizando el calcio en este tejido
en el que se supone que ocurre el transporte de azlcar activo (Nepi, 2007), ya que se ha demostrado
que el calcio inhibe a la ATPasa de la membrana plasmatica, involucrada en el transporte de sacarosa
en las plantas (Guiaquinta, 1979; Nepi, 2007).

Vascularizacion

Entre las angiospermas, el tejido vascular que inerva el parénquima nectarifero se compone
principalmente de floema, aunque también se han registrado casos de trazas que consisten de xilemay
floema (Fahn, 1979, 2000; Bernardello, 2007; Solis et al., 2017)). Curiosamente, Denmoza presenta
paquetes de haces de xilema y floema ramificados que penetran en el tejido secretor; esta configuracion
de tejido vascular se registro para especies de Opuntia, y se ha sugerido que el prenéctar no se origina
solo en el parénquima subnectarifero (Aguero et al., 2018).

En los casos en los que se registra ausencia de trazas vasculares que irriguen directamente el
tejido nectarifero, el suministro proviene de haces vasculares de tejidos circundantes (Fahn, 1979,
1988, 2000; Bernardello, 2007). En las especies estudiadas de Cleistocactus y Echinopsis, los haces
vasculares que suministran el tejido secretor alcanzan el limite entre el parénquima subyacente y el
tejido nectarifero. La correlacion sugerida tradicionalmente, entre el tejido que irriga el nectario y la
concentracion de azlcar en el néctar (Frey-Wyssling & Agthe, 1950), no siempre es cierta
(Bernardello, 2007). Agthe (1951) encontro que en las especies en las que el néctar era concentrado, el
tejido secretor estaba inervado solo por trazas de floema, mientras que en las especies en las que el
néctar era diluido, el xilema y el floema estaban presentes. Estas observaciones sugieren que el néctar
de D. rhodacantha sea probablemente mas diluido que el de las otras especies analizadas. Por lo tanto,
la presencia de un tapdn de pelos para ayudar a prevenir la evaporacion del néctar es razonable. De
acuerdo a Nicolson & Thornburg (2007), las propiedades del néctar tienden a ser similares en plantas
con sindromes de polinizacion similares: las flores polinizadas por insectos producen néctares
concentrados, mientras que las flores polinizadas por murciélagos y aves generalmente producen
néctares diluidos (Baker, 1975). Por lo tanto, al menos dentro de un grupo de taxones estrechamente
relacionados, se esperan parametros de volumen y concentracion de néctar relativamente similares de
las especies ornitofilas en Cleistocactus y Denmoza. Gorostiague & Ortega- Baes (2016) encontraron
una cantidad similar de néctar en C. baumanii y C. smaragdiflorus, con una concentracion de valor

intermedio en comparacion con la registrada para otras especies ornitofilas. Sin embargo, esta
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informacion solo estd disponible para un ndmero limitado de especies. Futuros estudios sobre la
composicion quimica, la concentracion y el volumen de néctar en Cactaceae serdn relevantes para
dilucidar la relacién entre estas variables, la especializacidn fenotipica de las flores y los polinizadores
efectivos dentro de este grupo de plantas.

Estos resultados son importantes porque pueden contribuir a la interpretacion de la tendencia
evolutiva del nectario floral y a la comprension de su valor sistematico en Cactaceae. Sin embargo, se
necesitan mas estudios sobre especies de diferentes linajes de la familia para complementar estos
resultados. Ademas, es necesario un estudio profundo de las caracteristicas del néctar para dilucidar la
posible relacion entre las caracteristicas morfo-anatdmicas de la estructura del nectario floral, la

especializacion fenotipica de las flores y los polinizadores efectivos de este linaje.

CONCLUSIONES

*Los géneros estudiados difieren en la especializacion fenotipica a la polinizacion, y en
términos anatémicos, difieren basicamente en caracteristicas epidérmicas de las paredes de las cAmaras
nectariferas, mientras que dentro de cada género las especies son muy similares en la mayoria de los
rasgos morfo-anatémicos estudiados (i.e. epidermis, irrigacion del tejido secretor, caracteristicas de la
camara).

*La mayoria de estas caracteristicas aparentemente carecen de relacion con el tipo de
polinizador.

*Los resultados sugieren que las diferencias encontradas no estan directamente asociadas con
la especializacion fenotipica de las flores, a pesar de que la polinizacion de las aves se ha verificado en

estas especies.
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INTRODUCCION

Gymnocalycium Pfeiff. ex Mittler (Cactoideae, Trichocereeae) es un género bien
establecido que comprende alrededor de 50 especies (Demaio et al., 2011). Los individuos
se caracterizan por su patron de crecimiento globular o deprimido, solitario o cespitoso, sin
una zona fértil diferenciada; las flores surgen de areolas ubicadas en la parte superior o
central del tallo, que se encuentra generalmente deprimida, son diurnas, acampanadas hasta
casi infundibuliformes, de color blanco nacarado o rosa palido (Kiesling, 1975; Anderson,
2001; Kiesling & Ferrari, 2005; Hunt, 2006). El receptaculo y el tubo floral presentan
escamas anchas y obtusas, mas o menos espatuladas, mucronadas o no, tipicamente
desnudas, sin pelos, espinas ni cerdas axilares (Kiesling & Ferrari, 2005). Los
representantes del género se distribuyen naturalmente en América del Sur, al este de los
Andes, en el sur de Bolivia, el suroeste y norte de Paraguay, el sur de Brasil, Uruguay y
Argentina, excepto en el sur de la Patagonia (Kiesling, 1975; Metzing et al., 1995;
Anderson, 2001; Hunt, 2006). Es el género de cactus mas numeroso de la Argentina, donde
se encuentra su centro de distribucion, con mas del 80% del total de las especies (Kiesling
& Ferrari, 2005). Se han descripto entre cinco y seis subgéneros de Gymnocalycium,
basados principalmente en caracteres morfoldgicos de las semillas, como la forma, el color
y el tamafo (Kiesling & Ferrari, 2005). En general, ha habido poco debate sobre la
ubicacion del género dentro de la tribu Trichocereeae (Anderson, 2001).

Si bien la biologia floral del género ha sido poco explorada, las caracteristicas
florales generales (tamafio, color y tiempo de antesis) de Gymnocalycium sugieren que se
trata de un linaje con especializacion fenotipica a las abejas o tipicamente melitofilo (sensu
Faegri & van der Pijl, 1979).

Usualmente, las angiospermas polinizadas por animales muestran granos de polen
rodeados de diferentes tipos de material pegajoso, siendo el mas frecuente el “pollenkitt” o
diferentes dispositivos que permiten el transporte "en masa" de las unidades polinicas,
incrementando las probabilidades de que los 6vulos puedan ser fertilizados (Hesse, 1981;
Pacini & Franchi, 1998, 1999; Hesse et al., 2000; Pacini, 2000). En plantas entomdfilas,
por ejemplo, se espera encontrar abundante pollenkitt (Hesse, 2000; Pacini & Hesse, 2005).

Ademas, en los taxones zoofilos se observan varias formas de dispersion de polen, o
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caracteristicas especiales en la presentacion del polen (Hesse et al., 2000). Estas
caracteristicas se relacionan directamente con la ecologia de la polinizacion, como la
presentacion secundaria del polen (Yeo, 1993). En algunos grupos de plantas, la forma, el
tamafo o la quimica de la pared de los granos de polen se asocian con el tipo de
polinizacién, aunque este suceso no representa una regla (Lumaga et al., 2006; Basso-Alves
etal., 2010).

El androceo en Cactaceae ha desarrollado interesantes estrategias adaptativas que se
infiere contribuyen en el proceso de polinizacion. Por ejemplo, algunas especies de Opuntia
presentan estambres sensibles que se incurvan ante estimulos provocados por los cuerpos
de los visitantes florales; de esta manera, resguardan grandes cantidades de polen y néctar
ubicados en la base de la flor para los polinizadores efectivos que acceden a esta region, y
en su recorrido llenan sus cuerpos de polen (Schlindwein & Wittmann, 1997; Cota-Sanchez
et al., 2013). Por otra parte, se ha registrado la presencia de hilos que conectan granos de
polen en especies del género Gymnocalycium (Halbritter et al., 1997). En dichas especies,
tal como sucede en Delonix regia, un porcentaje de los granos de polen se liberan en grupos

conectados por hilos de “viscina” (Endress, 1994).

Este capitulo se enfoca en el analisis morfo-anatomico del androceo de tres especies
melitéfilas de Gymnocalycium, con énfasis en las estrategias adaptativas halladas en los
representantes del género, particularmente en la presentacion secundaria del polen y la

presencia de hilos conectando a grupos de granos de polen en la pared anteral.

RESULTADOS
Morfologia floral
Gymnocalycium saglionis (F. Cels) Britton & Rose

Las flores son campanuladas, con tubo floral corto y ensanchado en la base, en
promedio de 3,5 cm de longitud y alrededor de 3 cm de didmetro. Los tépalos petaloideos
son de color crema o rosa claro nacarado (Fig. 17A-C). El estilo es un cilindro corto y el

estigma no sobrepasa la serie de estambres. Los numerosos estambres se despliegan hacia
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el centro de la flor en dos series, una por encima de la camara nectarifera y la otra a

diferentes niveles en el interior del tubo.

Figura 17. Gymnocalycium saglionis. A. Vista lateral de una planta en flor. B. Vista lateral
de una flor abierta, rodeada de frutos. C. Detalle de una flor abierta en vista superior, note
el estigma no receptivo con los l6bulos estigmaticos retraidos. Fotos: Cecilia Sosa.

Gymnocalycium schickendantzii (F.A.C. Weber) Britton & Rose

Las flores nacen de areolas ubicadas en la porcion lateral-superior de los tallos (Fig.
18A, B), son infundibuliformes, de alrededor de 5 cm de longitud. El pericarpelo es
elongado, recubierto de escamas anchas y desnudas, de color verde violaceo oscuro, el

ovario es alargado, de forma elipsoide. El estigma no sobrepasa la fauce floral, las decenas
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de estambres se disponen alrededor del estilo, inclinAndose hacia el centro de la flor (Fig.
18D).

Figura 18. Gymnocalycium schickendantzii. A. Vista lateral de una planta en flor. B. Vista
superior de una planta, con maltiples botones florales originados a partir de meristemos
ubicados alrededor del &pice deprimido del tallo. C. Vista lateral de una flor en antesis. D.
Detalle de una flor en corte longitudinal, note los l6bulos estigmaticos no receptivos y
retraidos. Fotos: Valeria Gonzalez.

Gymnocalycium spegazzinii Britton & Rose

Las flores nacen a partir de areolas ubicadas en el centro piloso y deprimido del
tallo (Fig. 19A-B), son infundibuliformes, de 6,5 cm de longitud y 4,5 cm de diametro (Fig.
19C). Los tépalos petaloides de color rosa palido a nacarado; la garganta floral, el interior

del tubo y los filamentos son de color fucsia; las anteras, estilo y ramas del estigma son
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amarillos; los numerosos estambres se inclinan hacia el centro de la flor (Fig. 19D). El
ovario tiene forma ovoidea, es alargado longitudinalmente, y lleva cientos de 6vulos

circinétropos blancos (Fig. 19D).

Figura 19. Gymnocalycium spegazzinii. A. Vista superior de una planta en flor. B. Vista
superior de dos flores en antesis. C. Vista lateral de una planta con dos flores emergiendo a
partir del centro deprimido del tallo. D. Detalle de una flor en corte longitudinal. Fotos:
Cecilia Sosa.

En las tres especies estudiadas, los filamentos se disponen en dos series, la serie
interna se despliega en espiral por encima de la cdmara nectarifera, mientras que los
filamentos de la serie externa forman parte del tubo floral hasta desprenderse del mismo en
la porcion superior de las flores, cerca de la garganta floral. En las tres especies, los
filamentos de la serie externa se encuentran adnatos al tubo (Figs. 20A, 21A, 22A), hasta

liberarse en la porcion distal de las flores.
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Anatomia de estambres

Las tres especies de Gymnocalycium analizadas presentan los estambres con

anatomia muy similar.

En seccion transversal, los filamentos de las serie externa aparecen como
protuberancias que sobresalen del tubo floral; presentan caracteristicas constantes,
epidermis simple, con células cuadrangulares radialmente alargadas, con cuticula gruesa en
G. saglionis y G. schickendantzii (Figs. 20A, 21A), y células papilosas o con tricomas
unicelulares breves en G. spegazzinii (Fig. 22A). Los filamentos de la serie interna, que se
encuentran libres del tubo floral, presentan un contorno variable, son redondeados u ovados
en G. saglionis, redondeados o subtriangulares e irregulares en G. schickendantzii, y
redondeados u ovados en G. spegazzinii. En todos los casos, la epidermis es uniseriada, con
células simples alternando con tricomas unicelulares breves o papilas en la base de la
estructura, hacia el apice los tricomas van disminuyendo en numero y tamafio hasta
desaparecer (Figs. 20B-C, 21 B-E, 22B-C).

En posicién subepidérmica se ubica un parénquima homogéneo, constituido por
células de paredes delgadas y de diferente didmetro, con espacios intercelulares notables,
que rodea a cada haz vascular; numerosas células mucilaginosas de diferentes tamafios se

intercalan en el parénquima.

En los tres representantes del género, la vascularizacion de las piezas es
esencialmente la misma: tanto los filamentos adnatos al tubo como los libres, estan
irrigados por un haz vascular central de tipo concéntrico anficribal (Figs. 20A-C, 21A-B,
D-E, 23A-C).

Las anteras son bitecas y tetrasporangiadas, de dehiscencia longitudinal (Fig. 23A).
La apertura de las mismas, se produce debido a la desintegracion de las células
parenquimaticas del septo que separa a cada léculo a nivel del estomio, y a la disociacion
de las células epidérmicas que delimitan esta region (Fig. 23B), probablemente debido a un
mecanismo de apoptosis celular. De esta manera, cada teca se abre longitudinalmente a lo
largo de una linea de dehiscencia (Figs. 20D, 21F, 22D, 23A-B), y la superficie interna del
esporangio queda expuesta luego de liberar las unidades polinicas, mientras que la pared
anteral se posiciona muy préxima a la teca adyacente (Fig. 21G).
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Las caracteristicas anatomicas de las paredes anterales maduras incluyen células
epidérmicas globosas, con contenido citoplasmético que podrian ser taninos, excepto en las
regiones mas proximas al tejido conectivo de la antera; el endotecio muestra notables

engrosamientos secundarios lignificados en las paredes radiales (Figs. 20D, 21F-G, 22D).

La vascularizacion de las anteras en las tres especies presenta un haz vascular
concéntrico perifloematico o anficribal ubicado en el tejido conectivo central del 6rgano
floral (Figs. 20E, 21H, 22E). Cada haz vascular estaminal se desprende individualmente de
la estela receptacular, y permanece sin ramificarse a lo largo de su trayecto, desde la base

del filamento hacia el apice de cada antera.

Figura 20. Fotomicrofias del androceo de G. saglionis en secciones transversales. A.
Filamento adnato al tubo floral, con el haz central concéntrico anficribal. B. Filamento libre
en el tubo, note su contorno redondeado y células epidérmicas simples. C. Conjunto de
filamentos de contorno irregular, note las papilas epidérmicas. D. Antera madura
dehiscente, con apertura a nivel del estomio. E. Detalle del haz vascular anficribal, de
posicion central, que irriga a la antera. F. Detalle de un conjunto de granos de polen
conectados por hilos (puntas de flechas blancas), en el interior de una antera, préximos al
endotecio a nivel del estomio. Abreviaturas: e= estomio; hv= haz vascular; tf= tubo floral.
Escalas: A= 100 um; B, F= 20 pm; C= 30 um; D, E= 50 pum.
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Figura 21. Fotomicrografias del androceo de G. schickendantzii. A, B, D-H. Secciones
transversales. A. Filamento adnato al tubo floral, con su haz central concéntrico anficribal.
B. Filamento libre en el tubo, note su contorno redondeado y células epidérmicas simples.
C. Seccidn longitudinal de filamento liberandose del tubo floral. D. Conjunto de filamentos
de contorno irregular, note los tricomas epidérmicos unicelulares. E. Filamento libre en el
tubo, note células epidérmicas con tricomas unicelulares. F. Detalle de pared anteral
dehiscente, note las células epidérmicas papilosas con sustancias tanicas en el citoplasma.
G. Antera madura dehiscente. H. Detalle del haz vascular anficribal, de posicién central,
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que irriga a la antera. Abreviaturas: e= estomio; ei= espacio intercelular; f= filamento; hv=
haz vascular; tb= tubo floral. Escalas: A, E, F= 30 um; B= 20 um; C, D= 100 um; G, H=
50 pum.

Figura 22. Fotomicrografias del androceo de G. spegazzinii en secciones transversales. A.
Filamentos adnatos al tubo, note las papilas epidérmicas. B. Filamento libre del tubo floral,
con su haz central concéntrico anficribal, observe las papilas epidérmicas. C. Filamento
libre en el tubo, note su contorno redondeado y células epidérmicas simples. D. Antera
madura dehiscente, vista con luz polarizada, observe los engrosamientos secundarios
lignificados del endotecio y la apertura a nivel del estomio. E. Detalle del haz vascular
anficribal, de posicion central, que irriga a la antera. F. Detalle de un grano de polen
conectado por un hilo en la region donde se ubicaba el septo (puntas de flecha blanca).
Abreviaturas: e= estomio; ei= espacio intercelular; f= filamento; hv= haz vascular; tf= tubo
floral. Escalas: A= 50 um; B, C=20 um; D= 50 pm; E= 30 pm; F= 10 pm.
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Presentacion secundaria del polen

Las tres especies analizadas muestran presentacion secundaria del polen. Son
protandras, las anteras maduran primero y son dehiscentes en botones florales.
Posiblemente un dia antes de la antesis floral, descargan el contenido polinico hacia el
centro de la flor, sobre el estigma que aun no es receptivo y se encuentra con las ramas
estigmaticas retraidas hacia el centro, sin exponer la porcion receptiva, y sobre la base del
estilo y la region superior de la cdmara de néctar (Figs. 17C, 19D). Cuando el estigma
madura, despliega sus ramas estigmaticas para exponer la porcidon interna receptiva,
también deja expuestos a los granos de polen que habian caido previamente en su superficie

externa.

Los estambres se disponen curvados hacia el centro de la flor, nunca sobrepasan la
fauce floral (Figs. 17C, 18D, 19D), contribuyendo a que el contenido polinico quede

expuesto en el centro floral.
Hilos conectando granos de polen

Se ha registrado la presencia de estructuras filiformes que conectan a grupos de
granos de polen. Estas estructuras en forma de hilos, son visibles al microscopio éptico en
G. saglionis y G. spegazzinii (Figs. 20F, 22F). Los hilos presentan longitudes muy
variables, se adhieren a la superficie de mdltiples granos de polen simultdneamente,

formando agregados de los mismos (Fig. 24A-F).

Luego de la dehiscencia de la antera, un pequefio porcentaje del total de los granos
de polen, se conectan entre si y a las paredes loculares por medio de hilos flexibles, que se
encuentran exclusivamente a la altura del estomio, en la regién donde se encontraba el
septo parenquimatico que separaba cada léculo (Figs. 23C-D, 24A, C-E). Las estructuras en
forma de hilos no se ven afectadas por el procesamiento para observaciones bajo

microscopia electrénica de barrido o microscopia dptica.

Estas estructuras muestran forma filiforme; adicionalmente, se observaron
estructuras ligeramente mas anchas y en forma de cinta en algunas porciones basales que
entran en contacto con los granos de polen en G. saglionis (Fig. 24B). Las superficies de las

mismas pueden ser lisas 0 en algunos casos con pequefios gldbulos adheridos, los extremos

~ 86 ~



Capitulo 5

de estas estructuras que entran en contacto con los granos de polen individuales pueden

mostrar forma conica (Fig. 24A-F).

|

Figura 23. Representacion esquematica del androceo en Gymnocalycium. A. Vista
tridimensional de una antera biteca y tetrasporangiada indehiscente; las lineas de punto
delimitan los microsporangios, las lineas discontinuas indican el haz vascular central que
atraviesa al estambre. B-C. Secciones transversales. B. Antera inmadura, las lineas en zig-
zag indican los puntos donde las células se desorganizan y desintegran para que se
produzca la apertura del estomio y liberacion de los granos de polen. C. Antera dehiscente,
mostrando las regiones donde fueron observados los conjuntos de granos de polen
conectados por hilos a las paredes de las anteras. D. Antera dehiscente en vista longitudinal.
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Figura 24. Fotomicrografia obtenida con microscopio electronico de barrido (MEB) de
granos de polen conectados por hilos en especies de Gymnocalycium. A-B. G. saglionis. C-
D. G. schickendantzii. E-F. G. spegazzinii. Abreviaturas: pa= pared anteral, A= estructuras
en forma de hilos que conectan los granos de polen. Escalas: A, C- F= 20 um; B= 10um.
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DISCUSION
Anatomia de estambres

Las caracteristicas anatdmicas registradas en el androceo de las tres especies de
Gymnocalycium analizadas en este capitulo, permiten diferenciarlas de otras especies de la
tribu Trichocereeae analizadas en esta tesis, ya que la presencia de tricomas epidérmicos
unicelulares cortos en la porcion basal de filamentos es un rasgo exclusivo de las especies

de Gymnocalycium.

La vascularizacion de las piezas del androceo por medio de un unico haz vascular
de tipo anficribal que penetra en cada filamento es un caracter conservado dentro de la
familia, compartido con especies de Opuntia (Fuentes-Pérez, 2008; Fuentes-Pérez et al.,
2009), y Epiphyllum (Almeida et al., 2010). Sin embargo, difiere de lo reportado por Tiagi
(1955) para Pereskia bleo, Rhipsalis cassutha, Opuntia dillenii y Mammillaria tenuis, en su
pionera contribucion sobre vascularizacion floral en Cactaceae; y de lo documentado por
Fuentes-Pérez (2004), para especies de la tribu Pachycereeae (Escontria chiotilla,
Lophocereus schottii, Myrtillocactus geometrizans, Neobuxbaumia mezcalaensis,
Pachycereus pecten-aboriginum, Polaskia chihcipe, Stenocereus pruinosus). En estos dos
ultimos trabajos, los autores registran la presencia de haces vasculares anfivasales en
filamentos y anteras. Con relacion a la presencia de estos haces vasculares, seria necesario
confirmar el tipo anfivasal, ya que, si resultara correcto, se trataria de un caracter variable

dentro de la familia, particularmente dentro del linaje de Opuntia.

El andlisis macro- y micromorfologico de filamentos sensibles al tacto de algunas
especies de Opuntia determiné la presencia de rasgos anatomicos probablemente asociados
con este movimiento, junto a una organizacion anatomica diferente a la de filamentos no
sensibles (p. ej. grosor de la cuticula, la presencia de estructuras capsulares y papilas
epidérmicas, dos capas de células curvas y mayor numero de espacios intercelulares de
grandes dimensiones) (Cota-Sanchez et al., 2013). En las especies aqui analizadas, tal como
sucede en la mayoria de las angiospermas, y en la mayoria de las cactéceas, los filamentos
son estructuras mas simples (Endress, 1993; Fuentes Pérez, 2004; Fuentes Pérez, et al.,
2009; Almeida et al., 2010). Generalmente, el haz vascular se encuentra rodeado de un
tejido parenquimatico homogéneo, con espacios intercelulares notables, y células de
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mucilago de diferentes tamafios; la epidermis puede presentar células cuadrangulares,
papilosas, o con tricomas unicelulares (Tiagi, 1955; Fuentes Pérez, 2004; Fuentes Pérez et
al., 2009; Almeida et al., 2010; Cota-Sanchez et al., 2013). La presencia de células con
citoplasma con contenidos tanicos o drusas en el parénquima es un caracter comiunmente
hallado en algunos linajes de cactaceas (Fuentes-Pérez, 2004); sin embargo, en las especies

estudiadas no se registraron estos atributos en los filamentos.

Generalmente, en muchos grupos de angiospermas las células epidérmicas de las
anteras se deshidratan a la madurez. Sin embargo, las células epidérmicas de las anteras de
las especies de Gymnocalycium estudiadas se mantienen globosas y con sustancias
aparentemente tanicas, tal como sucede en algunas Opuntias (Fuentes-Pérez et al., 2009;) y
en E. phyllanthus (Almeida et al., 2010).

Presentacion secundaria del polen

La presentacion secundaria del polen es una estrategia reproductiva en la que los
granos de polen son reubicados desde las anteras para ser presentados en otras estructuras
florales (Howell et al, 1993; Ladd, 1994). Este fenémeno ha evolucionado
independientemente numerosas veces en angiospermas, fue registrado en 33 familias,
incluidas dicotileddéneas y monocotiledoneas (Howell et al., 1993; Yeo, 1993; Erbar &
Leins, 1999; Lopes & Machado, 1999; Hesse et al., 2000; Fan et al., 2015; Jadeja, 2015).
Se trata de un caracter notable en los érdenes Asterales (Leins & Erbar, 2006; Vranken et
al., 2014; Erbar & Leins, 2015), Gentianales (Erbar & Leins, 1999; Lopes & Machado,
1999; Lin et al., 2012) y Zingiberales (Classen-Bockhoff & Heller, 2008; Glinos &
Cocucci, 2011; Fan et al., 2015), sin embargo, esta estrategia no ha sido explorada en
Cactaceae. En algunos grupos de angiospermas con flores protandras, el gineceo juega un
rol importante en la presentacion secundaria del polen (Endress, 1993); de hecho, la gran
mayoria de las especies dicobgamas en las que ha evolucionado la presentacion secundaria
del polen son protandricas (Howell et al., 1993; Ladd, 1994; Lin et al., 2012; Vranken et
al., 2014; Ren et al., 2018). Este caracter coincide con lo observado en los tres taxones de
Gymnocalycium  estudiados cuyas estructuras reproductivas se  desarrollan
asincrénicamente; asi, las anteras maduran primero y abren en el boton floral, en este

momento los filamentos se disponen inclinados y retraidos hacia el centro de la flor, de
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manera que el polen se deposita tanto en los I6bulos estigmaticos cerrados del estigma adn
no receptivo, y un porcentaje cae hacia la base floral donde se ubica la camara de néctar;
desde ambos lugares se presentan a los visitantes florales durante la antesis.

Del mismo modo, la protandria también caracteriza a las flores de Opuntia
polyacantha, y es considerado como un mecanismo potencial para evitar la
autopolinizacién, ya que en este caso también se registr6 que los l6bulos del estigma
permanecen cerrados en una fase aparentemente no receptiva durante la dehiscencia de los
estambres (Cota-Sanchez et al., 2013). Este hecho sugiere que la falta de sincronia en las
estructuras reproductivas maduras proporciona alguna ventaja selectiva; se ha asumido que
es una adaptacion para prevenir la autopolinizacion y promover la alogamia (Koch & von
Helversen, 2006; Fan et al., 2015). Ren et al. (2018) mencionan que una desventaja
importante de la presentacion secundaria del polen es la posibilidad de auto-interferencia
debido al polen propio que pueda entrar en contacto con el estigma, lo que puede conducir
a la competencia con el polen externo. Por este motivo, se ha propuesto que los
mecanismos de autoincompatibilidad, hercogamia y dicogamia contrarrestan los efectos de
este problema (Howell et al., 1993; Lin et al., 2012).

Gorostiague (2016), estudio la biologia floral de G. saglionis y demostré que la
especie es autoincompatible. Resultara interesante ampliar este tipo de estudios a otros
representantes del género que muestren presentacion secundaria del polen, para verificar si
se trata de una estrategia reproductiva adicional para evitar la autogamia, comdn en el

linaje, o si resulta un hecho aislado que reasegura la variabilidad genética en esta especie.
Hilos conectando granos de polen

Los resultados de este estudio confirman la presencia de hilos que conectan a un
pequefio porcentaje de granos de polen a nivel del estomio en G. schickendantzii y reportan
dos nuevos casos en especies de Gymnocalycium que no habian sido nunca antes
estudiadas: G. saglionis y G. spegazzinii. Estos resultados apoyan la investigacion de
Halbritter et al. (1997), quienes sugieren que este caracter es exclusivo del género. Asi, la
presencia de granos de polen conectados por hilos a las paredes de anteras, es comUn para
todas las especies de Gymnocalycium estudiadas hasta el momento. Sin embargo, este
caracter no esta presente en especies de géneros cercanamente emparentados dentro de la

~01~



Capitulo 5

tribu (observaciones personales en géneros contemplados en esta tesis), ni en géneros de la

tribu Notocactaceae, cercanamente emparentada a Trichocereeae (Halbritter & Till, 1996).

Si bien las estructuras en forma de hilos que conectan a los granos de polen en las
especies de Gymnocalycium son resistentes a los procesamientos para estudios bajo
microscopia optica, no resisten a los procesos de acetolisis (Leuenberger, 1976), lo que
sugiere que no forman parte de la pared de los granos de polen, e indica ausencia de
esporopolenina (Halbritter et al., 1997).

En las angiospermas zoofilas (mayormente en las entomdfilas), la transferencia de
polen mediada por animales depende principalmente de la adhesién de los granos de polen
pegajosos y aglomerados al cuerpo de los visitantes florales (Hesse, 1981). Los
polinizadores de Gymnocalycium son pequefios insectos, especialmente abejas (Halbritter et
al., 1997) vy, en particular en G. saglionis, los polinizadores efectivos registrados fueron
abejas y avispas (Gorostiague, 2016). De manera que, cabria esperar que estas estructuras
filiformes constituyan vehiculos eficientes de transporte de polen. Por ejemplo, en
Heliconia (Heliconiaceae), los hilos flexibles se mezclan y enredan los granos individuales
para formar agregados que aseguran que el polen se incruste en las plumas o se adhiera al

pico de los colibries polinizadores (Rose & Barthlott, 1995).

Los largos y robustos hilos que unen a los granos de polen en Gymnocalycium se
originan a partir de las células que componen las anteras a lo largo o cerca de la linea de
dehiscencia estomial; las sustancias formadoras de hilos derivan, a diferencia de la mayoria
de las otras familias con hilos sin esporopolenina, de partes de paredes celulares
modificadas de la regién del tabique/estomio, y de productos del citoplasma tapetal
(Halbritter et al., 1997; Hesse et al., 2000). En géneros de familias tan distantes como
Heliconia, Impatiens y Strelitzia, se ha registrado que estos hilos son de origen celular, ya
sea a partir de partes de células distintas, o a partir de paredes modificadas de células
estomiales y septales junto con distintos derivados de células tapetales (Hesse et al., 2000).
Los engrosamientos globulares observados en el andlisis bajo microscopio electronico de
barrido muy probablemente representan pollenkitt o restos lipidicos y tapetales (Halbritter
et al., 1997). El hecho de que la naturaleza de los hilos se asocie a las paredes celulares del

septo y tapete degenerados, sugiere que los mismos se forman antes de que ocurra la
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dehiscencia de las anteras; en el caso de las tres especies aqui estudiadas, esto ocurre

inclusive un tiempo antes de la antesis floral.

En Gymnocalycium, los hilos no son predominantes dentro de las anteras y se
considera que enredan un pequefio porcentaje de granos de polen solo por accidente, el
mayor porcentaje del polen se libera independiente de estas estructuras y, por lo tanto, se
considera que no cumplen una funcién directa en la ecologia de la polinizacion (Hesse et
al., 2000). Halbritter et al. (1997), han sugerido que en este caso, la transferencia de granos
de polen conectados a hilos mediada por polinizadores puede ser solo un fendmeno

marginal y accidental.

CONCLUSIONES

*Se confirma la presencia de hilos que conectan granos de polen en dos
representantes de Gymnocalycium que no habian sido estudiadas: G. saglionis y G.

spegazzinii.

*La presencia de hilos que conectan granos de polen ha evolucionado
independientemente en diferentes géneros de familias de angiospermas no emparentadas,
en Gymnocalycium se muestra como un caracter taxonémico fuerte que apoya la monofilia

de este linaje de Cactaceae.

*Los resultados apoyan la hipétesis de que este Gltimo carécter es util y seria

taxondémicamente diagndstico para definir al género Gymnocalycium.

*Las tres especies de Gymnocalycium analizadas representan el primer caso

documentado de presentacion secundaria del polen en Cactaceae.
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INTRODUCCION

Las cactaceas representan un linaje altamente especializado a los ambienten aridos
en los que evolucionaron (Anderson, 2001). La estructura de las flores de los cactus
exhibe varios caracteres relacionados a la adaptacion a ambientes secos o a diferentes
modos de polinizacién (Cota Sanchez, 1993). La mayoria de los miembros de Cactaceae
presenta ovario infero, rodeado de tejido del tallo, cubierto por bréacteas o areolas, que
protegen de la desecacion tanto a évulos como a semillas en desarrollo (Gibson & Nobel,
1986; Nyffeler, 2002). Sin embargo, la naturaleza del ovario infero en Cactaceae ha sido
uno de los temas mas discutidos en la morfologia floral (Tiagi, 1955), debido a que el
gineceo se encuentra rodeado por tejido de origen receptacular, y no por tejido derivado
de las porciones connadas de otros verticilos florales (origen apendicular) (Tiagi, 1955;
Ross, 1982; Boke, 1964). La presencia de bracteas, espinas o escamas en el exterior de
los ovarios de muchas especies, apoya esta interpretacion (Boke, 1980).

Tiagi (1955) sostiene que una progresion de tipos de ovario dentro de Cactaceae
muestra aumento de hundimiento del l6culo del ovario en las diferentes subfamilias. El
soporte filogenético de la periginia como paso evolutivo intermedio es pobre, y se sugiere
que esta condicion es derivada evolutivamente. Sin embargo, el caso de periginia de
algunas especies de Pereskia, parece revelar ese paso evolutivo transicional (Boke, 1963,
1966). La vision tradicional postula la tendencia evolutiva del cambio de ovario supero a
infero en Angiospermas; sin embargo, se ha observado que la evolucién de la posicion
del ovario es mucho mas compleja, y puede incluir cambios alométricos en el desarrollo
que producirian una amplia gama de posiciones de ovario entre especies estrechamente
relacionadas, lo que implica un mayor crecimiento relativo en las regiones superior o

inferior de un ovario (Soltis et al., 2003).

El término “cactidium”, fue recientemente propuesto para clasificar a los complejos
frutos de los cactus que derivan de los ovarios inferos, y define estructuras diferentes a
las de las demas angiospermas, en las que el pericarpio estd conformado por (1) la
epidermis ovarica interna que delimita el 16culo de la fruta, (2) el tejido propio del ovario,
(3) haces vasculares colaterales, (4) el tejido del pericarpelo de origen receptacular, y (5)
la epidermis externa del pericarpelo (Almeida et al., 2019).

El anélisis de la estructura del gineceo permite identificar las caracteristicas de los

tejidos involucrados en el recorrido del tubo polinico, proceso de suma importancia para
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el éxito reproductivo en las plantas con flores. Las caracteristicas de las células
involucradas en el recorrido del tubo polinico muestran ser bastantes constantes, estan
relacionadas con la produccion de una secrecion a través de la cual crece el tubo polinico
(Gotelli et al., 2017). Diversos estudios han revelado la importancia de dilucidar el
recorrido del tubo polinico en diferentes especies. Por ejemplo, en el mango (Mangifera
indica), inicialmente se habia sugerido que el reducido set de frutos que normalmente se
produce, es el resultado de la cuticula extraordinariamente gruesa y ornamentada que
tapiza las células receptivas estigmaticas, la cual reduciria drasticamente la entrada del
tubo polinico, y provocaria que la mayoria de los dvulos no se fertilicen y de esta manera
se produzca un elevado porcentaje de aborto de flores no fecundadas (John et al., 1987).
Sin embargo, de Wet et al. (1990) refutaron esta idea a través de una investigacion
ultraestructural que permitid a los autores postular otras hipdtesis no relacionadas con la

estructura de estigma y estilo, que explican la baja produccion de los cultivos.

Dado que la anatomia del gineceo en Cactaceae aun resulta intrigante, algunos
autores han planteado la necesidad describir la naturaleza del tejido de transmision e
identificar su funcion para entender la variacion de este tejido en la familia (Fuentes-
Pérez, 2009; Almeida et al., 2010). En este contexto, en este capitulo se analizd
comparativamente la morfo-anatomia del gineceo en representantes de Cleistocactus,
Denmoza, Echinopsis, Gymnocalycium y Harrisia, para caracterizar a las especies y

aportar informacion que ayude a dilucidar el recorrido del tubo polinico.

RESULTADOS

Morfo-anatomia del Gineceo
Pericarpelo, Ovario y Ovulos

El pericarpelo que rodea al tejido ovarico muestra caracteristicas constantes en
todas las especies analizadas. La epidermis es glabra, el parénquima subyacente presenta
abundantes cavidades mucilaginosas de diferentes dimensiones, idioblastos con drusas y
haces vasculares dispuestos en anillos, entre los que sobresalen los haces recurrentes (Fig.
25A- D).
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El gineceo de las especies aqui analizadas se encuentra fusionado congénitamente
desde su base, resultando en un ovario unilocular formado por un nimero de carpelos que
varia segun la especie. En general, el tejido que corresponde al ovario esta constituido por
unas pocas capas de células de menores dimensiones en relacion al tamafio de las células
del parénquima pericarpelar; ademas, muestran grandes espacios intercelulares (Fig. 25B,
E; 26E).

En todas las especies analizadas, la morfologia de los 6vulos es muy similar. Son
bitégmicos y crasinucelados, generalmente muestran espacios de aire entre ambos
tegumentos en la region calazal (Figs. 25F; 26A- D). Se trata de los tipicos évulos de tipo
circinotropos, cuyos funiculos se encuentran muy desarrollados longitudinalmente y
hacen que los dvulos giren en espiral en su propio eje; un unico haz vascular central
recorre el funiculo y finaliza en la calaza de cada 6vulo. La epidermis ventral del funiculo
que queda expuesta a la micrépila presenta tricomas unicelulares en todas las especies
analizadas (Fig. 26A-D, F). Los funiculos son ramificados, un numero variable de ellos
nace a partir de una base comun (Fig. 26E). Se han observados drusas en el parénquima
del funiculo (Fig. 26F). La micrépila esta formada por los extremos engrosados de los
tegumentos internos que se ubican cercanos al funiculo (Figs. 25F; 26A- D). En general,
el tegumento interno tiene 2 capas de grosor en el extremo calazal, y presenta 3—4 capas

hacia la micropila.
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Figura 25. Fotomicrografias obtenidas con microscopio Optico (MO) de gineceo en
Cleistocactus baumannii. A, B, D-F. Secciones transversales. A. Porcion de ovario. B.
Detalle de la pared del ovario, observe la posicion invertida de xilema y floema en haces
vasculares proximos al léculo. C. Detalle de un haz vascular recurrente en seccion
longitudinal de ovario. D. Detalle de células con drusas en parénquima ovarico
observadas con luz polarizada. E. Detalle de pared de ovario con un funiculo. F. Ovulo
circinotropo. Abreviaturas: cm= cavidad mucilaginosa; ei= espacio intercelular; f=
funiculo; F= floema; p= pericarpelo; te= tegumento externo; ti= tegumento interno; to=
tejido ovarico; X= xilema. Escalas: A= 100 um; B, C, F=50 um; D= 10 pum; E= 30 pum.

A7 R e PN TN SRR ]

~08 ~



Capitulo 6

Figura 26. Fotomicrografias obtenidas con microscopio Optico (MO) de 6vulos en
especies de la tribu Trichocereeae. A-D. Seccidn longitudinal de dvulos. A. Cleistocactus
hyalacanthus. B. Denmoza rhodacantha. C. E. terscheckii. D. Gymnocalycium saglionis.
E-F. Secciones transversales de ovario en E. schickendantzii. E. Porcion de la pared del
ovario, note la ramificacion de funiculos. F. Funiculo, observe las drusas en el
parénquima (flechas negras) y tricomas epidérmicos. Abreviaturas: f= funiculo; ov=
dvulo; se= saco embrionario; te= tegumento externo; ti= tegumento interno; to= tejido
ovarico. Escalas: A, D, F=20; B, C=50; E= 100.

Primer registro en Cactaceae de 6vulos con pico nucelar

Echinopsis aurea y E. haematantha representan los primeros casos registrados en
Cactaceae de Gvulos con pico nucelar. En ambas especies, la nucela crece y se extiende
mas all& de la micrépila que delimitan los tegumentos internos (Figs. 27A-D y 28A-E).
Sin embargo, el pico nucelar exhibe un tamafio de diferentes proporciones en cada
especie. En E. haematantha el desarrollo de esta estructura es mucho méas marcado y el
saco embrionario completo acomparia el crecimiento de la nucela hacia el exterior del
cuerpo del 6vulo, y queda expuesto por fuera del mismo (Figs. 27C-D y 28C-E). La
disposicién ordenada de las células de la nucela que rodean al saco embrionario, junto a
la forma conservada que evidencian en el pico nucelar de E. haematantha, sugieren

actividad mitotica reciente en estas células (Fig. 27D).

La forma adelgazada y alargada observada en el saco embrionario de E. aurea,
sugiere que el crecimiento de la nucela presiona a esta estructura. En ambas especies,
aparentemente el saco embrionario comienza a formarse normalmente dentro del cuerpo
del évulo, y a medida que el tejido nucelar se divide, el saco embrionario es desplazado
hacia el extremo micropilar hasta ser expulsado del cuerpo del évulo.
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Figura 27. Fotomicrografias obtenidas con microscopio optico de dévulos con pico
nucelar. A-B. Echinopsis aurea. A. Ovulo con pico nucelar. B. Detalle de pico nucelar.
C-D. E. haematantha. C. Ovulo con pico nucelar. D. Detalle de pico nucelar, note el saco
embrionario con una célula central (punta de flecha negra), y una sinérgida (punta de
flecha blanca). Abreviaturas: n= nucela; se= saco embrionario; te= tegumento externo;
ti= tegumento interno. Escalas: A, C= 50 pum; B= 20pum; D= 30 pm.
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Figura 28. Fotomicrografias obtenidas con microscopio de contraste diferencial
interferencial (DIC) de dvulos con pico nucelar. A-B. Echinopsis aurea. C-E. E.
haematantha. A, C. Ovulos maduros con pico nucelar desarrollado. B, D, E. Detalle del
pico nucelar, observe la ubicacién del saco embrionario en cada especie. Abreviaturas: f=
funiculo; te= tegumento externo; ti= tegumento interno; pn= pico nucelar; se=saco
embrionario. Escalas: A, B, E= 50 um; C= 100 pm; D= 30 pm.
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Estilo y Estigma

Todas las especies de Trichocereeae analizadas comparten estilos semicerrados
atravesados longitudinalmente por un canal estilar rodeado por multiples estratos de
tejido de transmision. Las caracteristicas epidérmicas del canal estilar asi como el
diametro del mismo varian en las diferentes especies. En general, el canal estilar es amplio
en la porcién superior del estilo y se va estrechando hacia la base del mismo, sin perder
la condicion de abierto (Fig. 29A-D). El estilo, en seccion transversal, esta constituido
por (1) una epidermis externa, (2) parénquima cortical en donde se ubica el tejido
vascular, (3) tejido de transmision y (4) la epidermis interna que reviste el canal estilar
(Fig. 29C-D). La unica excepcion a esta regla la constituye Parodia microsperma (tribu
Notocacteae), que presenta estilo semicerrado en la porcién distal y cerrado por tejido de

transmision en la base (ver capitulo 7).

Y

Figura 29. Representacion esquematica del gineceo en Trichocereeae. A. Seccion
longitudinal del gineceo, note el estrechamiento del canal hacia la base del estilo. B-D.
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Secciones transversales. B. Lébulo estigmatico, se muestra de manera simplificada un
solo tricoma epidérmico. C. Porcion media del estilo. D. Porcion basal del estilo.
Referencias de colores: celeste= parénquima; negro= xilema del haz vascular; rojo= tejido
de transmision; rosa claro= cavidad estilar y cavidad ovarica; las lineas negras de trazo
grueso representan la epidermis del canal estilar. Aclaracion: las imagenes no fueron
disefiadas a escala.

La epidermis interna que recubre el canal estilar presenta tricomas en C.
baumannii, D. rhodacantha, G. saglionis y H. pomanensis (Figs. 30E, 31G, I, 33F, H,
34H, 1), es glabra en E. atacamensis y E. tubiflora delimitando en corte transversal un
canal circular conspicuo (Figs. 9J y 32F). En G. saglionis, los tricomas multicelulares
multiseriados se ubican llenando el lumen del canal dando una apariencia de estilo sélido
en algunas porciones del mismo (Fig. 33F). Subyacente a la epidermis interna, se ubica
el tejido de transmision, un tejido compacto que en seccidn transversal muestra células
redondeadas, de pequefio diametro, citoplasma denso y nucleos grandes que ocupan la
mayor parte del pequefio lumen celular (Figs. 30E-F, 31G, I, 32F-H, 33F, H, 34H, I). Por
afuera de este tejido se dispone un parénquima cortical, con células isodiamétricas de
tamanio irregular, en el cual se encuentran los haces vasculares dispuestos en un arreglo
en anillo, que irrigan al estilo, y numerosas cavidades mucilaginosas dispersas en el
mismo (Figs. 30E-F, 31G, I, 32F-H, 33F, H, 34H). En todos los casos analizados, el
namero de haces vasculares que inervan el estilo, se corresponden con el nimero de

I6bulos estigmaticos, y por ende, con el nimero de carpelos de cada especie.

La epidermis externa del estilo presenta papilas en todas las especies de
Gymnocalycium analizadas (Fig. 33F), mientras que las especies de Cleistocactus,
Denmoza, Echinopsis, Harrisia muestra una epidermis con células cuadrangulares, con
cuticula generalmente gruesa (Figs. 30E-F, 31G, I, 32F-H, 34H).

El nimero de I6bulos estigmaticos varia segun la especie y ademas muestra cierta
variacion intraespecifica. El estigma, como una extension del estilo, se encuentra
estructuralmente organizado de una manera muy similar, de afuera hacia el centro se
distingue la epidermis tricomaética, el tejido de transmision subyacente, e inmediatamente
seguido se disponen capas de parénquima rodeando al haz vascular central de cada I6bulo
(Fig. 29B).

En todos los casos, el numero de haces que inerva el estilo se corresponde con el

numero de I6bulos estigmaticos. Cada Iébulo estigmatico recibe un Unico haz que muestra
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abundante xilema (Figs. 31A, B, 32D, E, 34A, B). Cada haz se encuentra rodeado por un
namero variable de estratos de parénquima; subyacente a este tejido se ubica el tejido de
transmision, con las mismas caracteristicas que se observan en el estilo (Figs. 30A, 31A,
B, 32D, E, 33A, 34A, B). En todas las especies analizadas de la tribu Trichocereeae, la
superficie receptiva de cada Iébulo presenta tipicamente tricomas multicelulares
multiseriados que recubren los l6bulos desde el apice hasta la base, en la region en donde
éstos se fusionan para formar la porcién més apical del estilo (Fig. 6J, K).

Recorrido del tubo polinico

Una vez que los granos de polen son depositados en los I6bulos del estigma, entran en
contacto con los tricomas de la superficie receptiva de cada I6bulo, y germinan (Fig. 30A,
C-D, 31C, 32B-C, 33A-E, 34D-G). Los tubos polinicos crecen y comienzan su recorrido
hacia los Ovulos, penetrando en las células de estos tricomas que pueden aparecer
curvados, reteniendo a las unidades polinicas (Fig. 32B). Contindan su recorrido hacia el
ovario a través del tejido de transmisién que subyace a la epidermis de cada I6bulo. Los
tubos polinicos crecen a través de la matriz intercelular del tejido trasmisor (Fig. 33D, E).
A medida que los tubos crecen para alcanzar los 6vulos, a traves del estigma y luego del
estilo, el tejido se vuelve laxo y se generan grandes espacios intercelulares (Figs. 32F, H-
J, 33A-C, 34G). Se ha observado que la mayoria de los tubos polinicos crecen a través
del estilo, en el limite entre el tejido de transmision y el parénquima subyacente (Figs.
31H, 321-J, 33G).
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Figura 30. Recorrido del tubo polinico en Cleistocactus baumannii. A-B, E-F.
Fotomicrografias obtenidas con microscopio Optico (MO) de estigma y estilo en
secciones transversales. A. Conjunto de lobulos de un estigma. B. Detalle de tricomas
multicelulares multiseriados de un Iébulo estigmatico. C-D. Fotomicrografias obtenidas
con microscopio de fluorescencia de estigma en seccién transversal. C. Conjunto de
I6bulos de un estigma, note la fluorescencia de la calosa de los tubos polinicos (flechas
blancas) D. Detalle de un lébulo estigmatico, note los granos de polen germinando sobre
tricomas estigmaticos. E. Porcion distal de estilo. F. Porcion basal del estilo, note el
estrechamiento del lumen de la cavidad estilar. Abreviaturas: ce= cavidad estilar; gp=
grano de polen; p= parénquima; tp= tubo polinico; tt= tejido de transmisién. Escalas: A=
200pum; B= 20 pum; C-D= 0,2mm; E-F=50 pum.
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Figura 31. Recorrido del tubo polinico en Denmoza rhodacantha. A-1. Fotomicrografias
obtenidas con microscopio dptico (MO) de estilo y estigma en secciones transversales.
A. Conjunto de Iébulos de un estigma. B. Detalle de un lobulo estigmatico. C. Detalle de
tricomas estigmaticos con un grano de polen germinado. D. Porcion de l6bulo
estigmatico. E. Imagen D vista con fluorescencia, note el crecimiento de los tubos
polinicos que se encuentra restringido a la posicion ocupada por el tejido de transmision.
F. Detalle de E, note la fluorescencia de la calosa alrededor de las células del tejido de
transmision. G. Porcion distal de estilo, note los haces vasculares (flechas negras). H.
Porcidn distal de estilo vista con fluorescencia, note los tubos polinicos creciendo en el
limite entre el tejido de transmision y el parénquima subyacente (flechas blancas). I.
Porcion basal del estilo, note el estrechamiento del canal estilar. Abreviaturas: ce= canal
estilar; cm= cavidad mucilaginosa; p= parénquima; tp= tubo polinico; tt= tejido de
transmision. Escalas: A= 250um; B, 1= 50um; C=20 um; D-F, H= 0,2dmm; 150 um; G=
200 pm.
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Figura 32. Recorrido del tubo polinico en especies de Echinopsis. A-C, G.
Fotomicrografias obtenidas con microscopio electrénico de barrido (MEB) de E.
terscheckii. A. Vista superficial de una porcién distal de 16bulos estigmaticos. B. Detalle
de superficie estigmatica receptiva, note los granos de polen germinando, adheridos a
tricomas (flechas blancas). C. Detalle de un grano de polen germinado sobre la superficie
estigmatica. D-F, H. Fotomicrografias obtenidas con microscopio optico (MO) de estilo
y estigma en E. atacamensis. D, F-J. Secciones transversales. D. Detalle de un I6bulo
del estigma. E. Porcion de l6bulo estigmatico en seccion longitudinal, note el haz vascular
con abundante xilema. F. Porcion distal de estilo. G. Detalle de porcion estilo (MEB) en
E. terscheckii. H. Detalle de porcion estilo (MO) en E. atacamensis. I1-J. Fotomicrografias
obtenidas con microscopio de fluorescencia de estigma en seccion transversal. I. Porcion
de estilo con granos de polen germinados en el limite entre tejido de transmisién y
parénquima (flechas blancas). J. Detalle del tejido de transmision, note la fluorescencia
de la calosa de los tubos polinicos (flechas blancas). Abreviaturas: ce= cavidad estilar;
cm= células mucilaginosas; ei= espacio intercelular; F= floema; hv= haz vascular; le=
I6bulo estigmatico; tp= tubo polinico; tr= tricoma estigmatico; tt= tejido de transmision;
X=xilema. Escalas: A, F= 200 um; B, E= 20 um; C=10 um; D= 100 pm; G-H= 50 um;
I-J=0,02mm.
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Figura 32. Recorrido del tubo polinico en especies de Gymnocalycium. A-E.
Fotomicrografias obtenidas con microscopio de fluorescencia en estigma de G.
spegazzinii. A. Lobulo estigmatico con granos de polen germinados y tubos polinicos. B.
Detalle de porcion de lébulo, se observa un tubo polinico creciendo en un tricoma (flecha
blanca), note los espacios intercelulares en el tejido de transmision. C. Detalle de tejido
de transmision con varios tubos germinados. D- E. Detalle del crecimiento de los tubos
polinicos a través de las paredes de células del tejido de transmision de lébulos
estigmaticos (flechas blancas). F-H. Fotomicrografias obtenidas con microscopio éptico
(MO) de estilo en secciones transversales de G. saglionis. F. Porcion distal de estilo
semicerrado, note que los tricomas que tapizan la cavidad estilar dan apariencia de estilo
solido. G. Porcidn de estilo, observe la fluorescencia de la calosa de los tubos polinicos
en el limite entre el tejido de transmision y el parénquima subyacente (flechas blancas).
H. Porcion basal del estilo, note el estrechamiento del canal estilar. Abreviaturas: hv= haz
vascular; tt= tejido de transmision. Escalas: A-E, G= 0,05 mm; F= 300 pum; H=50um.
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Figura 33. Recorrido del tubo polinico en Harrisia pomanensis. A-C, H-I.
Fotomicrografias obtenidas con microscopio Optico (MO) de estilo y estigma en
secciones transversales. A. Estigma. B. Detalle de un Iébulo estigmatico. C. Detalle de
tejido de transmision y tricomas estigmaticos. D-G. Fotomicrografias obtenidas con
microscopio de fluorescencia en estigma. D. Grano de polen germinando sobre tricoma
estigmatico. E. Detalle de grano de polen germinado. F. Porcidn de l6bulo estigmatico
con polen germinado (flecha blanca). G. Detalle de un l6bulo estigmatico. H. Porcién
distal de estilo. 1. Porcién basal de estilo. Abreviaturas: ce= cavidad estilar; ei= espacio
intercelular; gp= grano de polen; hv=haz vascular; p= parénquima; tp= tubo polinico; tr=
tricoma estigmaético; tt= tejido de transmision. Escalas: A= 200um; B, H= 100um; C,
1=50 pm; D-E, G= 0,05mm; F= 0,1mm.
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DISCUSION

En todas las especies analizadas, el tejido del tallo que embebe al ovario
(pericarpelo) muestra rasgos similares. Ademas, las caracteristicas anatomicas de
epidermis, parénquima cortical y tejido vascular se corresponden con las observadas en
tallos de miembros de la subfamilia Opuntioideae (Terrazas & Mauseth, 2002; Mauseth,
2006; Fuentes-Pérez et al., 2009).

Los ovarios inferos caracterizan a grupos altamente especializados como
orquideas, girasoles y lirios (Gibson & Nobel, 1986). Sin embargo, aunque la mayoria de
los botanicos interpreta a los ovarios de los cactus como inferos, esta condicién ha
derivado de manera muy diferente a la del ovario infero de otras angiospermas (Boke,
1964).

La tendencia hacia gineceos sincarpicos es ampliamente aceptada en
angiospermas, y las reversiones se consideran improbables (Soltis et al., 2003). Esta
condicion ofrece una ventaja selectiva sobre la apocarpia debido a la mayor eficiencia de
polinizacién y la seleccion centralizada de gametofitos masculinos (Endress, 1994; Soltis
et al., 2003). En los gineceos sincarpicos, el tejido estilar constituye el compito interno
que permite la competencia y seleccion de los granos de polen (Endress, 1994). En las
especies analizadas, al igual que en el resto de la familia los carpelos se encuentran
connados congenitamente a lo largo de la mayor parte de su longitud, y libres en la

porcion distal, que forma los I6bulos del estigma (Boke, 1964).

La placentacion parietal es considerada caracteristica de la familia y ha sido
registrada en miembros de todas las subfamilias (Boke, 1963, 1964, 1966, 1968, 1980;
Fuentes-Pérez, 2004; Fuentes-Pérez et al., 2009; Almeida et al., 2010), sin embargo, esta
condicion no es estrictamente homologa a la placentacién parietal de otras familias de

angiospermas (Boke, 1964).

El nimero de dvulos en la familia es ciertamente variable, aunque se observa una
tendencia al aumento en el nimero de los mismos. Por ejemplo, en Pereskia en general
es menor a 100 (Boke, 1963, 1964), mientras que en especies de Hylocereus es muy
elevado con alrededor de 2000 a 7200 évulos segun la especie (Nerd & Mizrahi, 1997;
Tel-Zur et al., 2005; Cisneros et al., 2011).
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El tipo de 6vulo circindtropo registrado en las especies analizadas es tipico de
Cactaceae (Johri et al., 1992; Stritmmatter et al., 2002; Almeida et al., 2010). Sin
embargo, como se menciond en el capitulo 3, se han registrado en algunas especies 6vulos
de tipo anfitropos (Cisneros et al., 2011), y campilotropos (Boke, 1964; Fuentes-Peérez,
2004; Fuentes-Pérez et al., 2009). De acuerdo a Johri et al. (1992), en Aristolochiaceae,
Cactaceae y Plumbaginaceae, los 6vulos anatropos se vuelven circinétropos, debido al
crecimiento desigual del eje del funiculo que hace que el dvulo se curve hasta que el
micropilo queda hacia arriba. Funiculos elongados y curvos, fueron registrados en otras
Cactaceae en las que se describen ovulos de tipo anfitropo y campil6tropo (Cisneros et
al., 2011; Elizondo-Elizondo et al., 1994; Fuentes-Pérez et al., 2009).

La presencia de una pequefia camara de aire entre los tegumentos interno y externo
en la region calazal es un rasgo comdn en los miembros de Cactaceae (Johri et al., 1992;
Cisneros et al., 2011). En especies de Hylocereus, se ha observado que esta cavidad es
posteriormente ocupada por el embridn en la etapa cotiledonar temprana (Cisneros et al.,
2011).

En la gran mayoria de las angiospermas, la nucela se mantiene delimitada por el
0 los tegumentos (Bhojwani et al., 2015). La presencia de picos nucelares representa una
variacion estructural de la nucela muy poco frecuente en angiospermas (Johri, 1984;
Bhojwani et al., 2015). Solo ha sido registrada en unas pocas familias de angiospermas,
tales como Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Malphigiaceae Polygonaceae, Rhamnaceae y
Trapaceae (Bouman, 1984; Rangan & Rangaswamy, 1999; Lizarazu & Pozner, 2014;
Bhojwani et al., 2015). EIl pico nucelar constituye una extension de la nucela en el
extremo micropilar, puede estar completamente rodeada por los tegumentos o sobresalir
parcialmente hacia la placenta o el tejido transmisor en el ovario (Lizarazu & Pozner,
2014). De manera que representa el camino obligatorio para que el tubo polinico fertilice
a la ovocélula. Los datos arrojados en esta investigacion constituyen el primer reporte de

esta estructura en la familia Cactaceae.

Tres tipos basicos de estilos se han registrado en angiospermas: abierto, cerrado y
semicerrado (Johri, 1984; Gotelli et al., 2017). Los estilos abiertos se distinguen por
presentar uno o mas canales entre el estigmay el ovario, rodeados de un epitelio secretor,
y aparecen como la condicion mas comun entre angiospermas basales y
monocotiledoneas; los cerrados presentan uno o mas cordones de tejido de transmision y

son comunes en Eudicotiledoneas; y los estilos semicerrados, exhiben caracteristicas
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intermedias, con tejido de transmision rodeando el canal estilar (Hanf, 1935; Johri, 1984;
Gotelli et al., 2017). En general, este ultimo tipo es considerado poco comdn, reportado
en unas pocas angiospermas como por ejemplo Persea americana (Sedgley & Buttrose,
1978) y Mangifera indica L. (de Wet et al., 1990).

En Cactaceae, se ha documentado la presencia de los tres tipos: abierto en especies
de Opuntia (Fuentes-Pérez et al., 2009), Pereskia (Boke, 1963, 1966, 1968) y miembros
de la tribu Pachycereeae (Fuentes-Pérez, 2004); semicerrado en Cereus tortuosus (Hanf,
1935), Consolea spinosissima (Strittmatter et al.,, 2002), y especies de la tribu
Pachycereeae (Fuentes-Pérez, 2004); y cerrado en especies de Pachycereeae (Fuentes-
Pérez, 2004), Blossfelia y Mammillaria (Fuentes-Pérez et al., 2009). El estilo de tipo
semicerrado registrado en los taxones de Trichocereae aqui analizados, no aparece como
el mas extendido en la familia (Boke, 1963, 1964, 1966, 1968; Fuentes-Pérez, 2004;
Fuentes-Pérez et al., 2009).

En general, las caracteristicas anatdbmicas estructurales observadas en los estilos
aqui analizados, se corresponden con lo registrado en otras Cactaceae (Strittmater et al.,
2002; Fuentes-Pérez, 2004; Fuentes-Pérez et al., 2009; Almeida et al., 2010).

El tipo de estigma mas extendido en angiospermas es himedo y con epidermis
papilosa (Esau, 1987; Endress, 1994). Este rasgo puede aparecer constante o ser variable
dentro de un grupo taxonémico grande (Endress, 1994). De acuerdo a la clasificacién de
Heslop-Harrison & Shivanna (1977), el estigma de Cactaceae se clasifica como tipo
himedo y no papiloso. Sin embargo, todas las especies aqui analizadas presentan estilos
tricrométicos (papilosos), ademas, no se han encontrados pruebas suficientes, como una
secrecién copiosa, que permita clasificar a los estigmas de las especies de Trichocereeae
analizadas como hamedos. Asi, el tipo de estigma aparece como un caracter variable para
la familia, dado que se han registrado estigmas hiumedos y no papilosos en Opuntia y
Schlumbergera (Heslop-Harrison & Shivanna, 1977). No obstante, es importante
mencionar que los estigmas de tipo humedo comunmente ocurren en flores protandras, y
en estos casos la superficie de los estigmas en antesis puede parecer “seca”, de manera
que, los estigmas de flores abiertas pueden ser errbneamente clasificados como estigmas
de tipo “seco” (Heslop-Harrison & Shivana, 1977). Sera necesario realizar estudios de
ultraestructura que permitan confirmar si se trata de estigmas de tipo humedo como

reportaron los mismos autores para la familia.
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Los rasgos estructurales observados en los estigmas de las especies analizadas
demostraron ser muy conservados, aun dentro de especies que difieren en su
especializaciéon fenotipica a diferentes tipos de polinizadores. De acuerdo a Heslop-
Harrison & Shivana (1977), las particularidades de las superficies de captura de polen
varian considerablemente entre las familias y, a veces incluso dentro de éstas; a menudo

se relacionan con el funcionamiento del sistema de reproduccion.

La importancia del tipo de estigma se muestra en la correlacion que existe entre
la naturaleza de la superficie receptiva y el sistema de autoincompatibilidad. Los sistemas
de autoincompatibilidad esporofitica se asocian con estigmas papilosos secos, mientras
que la mayoria de los sistemas gametofiticos se relacionan con estigmas himedos
(Harrison & Shivana, 1977). Se ha reportado que la mayoria de las especies aqui
analizadas presentan sistemas de autoincompatibilidad (Gorostiague, 2016; Gorostiague
& Ortega Baes, 2015; Ortega Baes et al. 2011), sin embargo, no se ha profundizado en la

comprension del tipo de autoincompatibilidad (esporofitica o gametofitica).

El significado adaptativo de la presencia de papilas o tricomas en la superficie de
los estigmas ha sido relacionado con el aumento del &rea de captura, también reduce la
oportunidad de interaccion al garantizar que los materiales de la superficie de polen no
puedan distribuirse con demasiada libertad en la superficie del estigma a partir de granos

individuales o grupos pequefios (Heslop-Harrison & Shivana, 1977).

El recorrido que realiza el tubo polinico a través de estigma y estilo, en muchos
casos, depende de la estructura del tejido de transmision (Gotelli et al., 2017). De acuerdo
a los subtipos de recorridos del tubo polinico, definidos por Gotelli et al. (2017), la
categoria que se ajustaria a lo observado en las especies analizadas a través de
microscopia de fluorescencia es la del tubo polinico creciendo a través de la matriz
intercelular del tejido transmisor (Tipo IHIA). En un futuro, seria necesario realizar

estudios ultraestructurales que permitan confirmar esta interpretacion.
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CONCLUSIONES

*La presencia de picos nucelares en E. aurea y E. haematantha representa el

primer registro de esta estructura para Cactaceae.

*Las caracteristicas estructurales del estigma de las especies analizadas que
difieren en su especializacion fenotipica a la polinizacion a diferentes tipos de animales
se muestran muy conservadas, sin diferencias que se puedan asociar a los diferentes tipos

de agentes polinizadores de cada especie.

*El tipo de estilo semicerrado y el patron de recorrido del tubo polinico aparecen

como caracteres conservados en las especies de Trichocereeae analizadas.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, estudios basados en evidencia molecular han apoyado
clasificaciones en Cactaceae a nivel familia, subfamilia, tribu y genero (Wallace, 1995;
Wallace & Cota, 1996; Butterworth et al., 2002; Griffith, 2002; Nyffeler, 2002, 2007,
Wallace & Dickie, 2002; Edwards et al., 2005; Ritz et al., 2007; Griffith & Porter, 2009;
Korotkova et al., 2010; Herndndez-Hernandez et al., 2011; Barcenas et al., 2011;
Calvente et al., 2011; Demaio et al., 2011; Schlumberger & Renner, 2011). Sin embargo,
debido al elevado nivel de convergencia de los caracteres morfologicos encontrados, la
controversia sobre la taxonomia de la familia entre diferentes autores persiste a niveles
genéricos e infragenéricos (Hunt, 2006; Barcenas et al., 2011; Schlumberger & Renner,
2012; Franck et al., 2013).

La optimizacion de caracteres, 0 mapeo de caracteres, sobre una filogenia molecular
conocida permite representar la historia evolutiva de un caracter determinado y reconocer
caracteres morfolégicos y anatémicos Utiles para identificar o apoyar un grupo
monofilético particular, ademas de contrastar hipotesis sobre procesos evolutivos, como
el origen de caracteres adaptativos, patrones de diversificacion y convergencias
evolutivas (Morrone, 2000, 2013).

En Cactaceae, son pocos los estudios enfocados en la optimizacion de caracteres
morfologicos (Ritz et al., 2007; Demaio et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al., 2011;
Schlumberger & Renner, 2012; Moreno et al., 2014), y resultan ain mas escasos los
analisis que contemplen la optimizacion de caracteres anatomicos (Fuentes-Pérez, 2008;
Martinez Quezada, 2018). En general, los estudios que han puesto a prueba los caracteres
estructurales propuestos como sinapomorfias en la familia se enfocan en caracteres
vegetativos, particularmente en la anatomia de los tallos (Terrazas & Arias, 2002;
Martinez Quezada, 2018).

La alta convergencia morfoldgica sumada a la escasez de sinapomorfias fenotipicas
dificultan la comprension de las relaciones y tendencias evolutivas entre linajes
(Hernandez-Hernandez et al., 2011). A pesar de que se ha reconocido que los caracteres
morfoldgicos de las flores representan rasgos importantes en la identificacion taxonémica
(Boke, 1980), la evolucion de la diversidad floral en Cactaceae resulta altamente

intrigante y es aun enigmatica. Por este motivo, resulta interesante explorar caracteres
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anatémicos florales en busca de posibles sinapomorfias que apoyen a los diferentes clados

de este linaje tan diverso.

El andlisis de mapeo de caracteres aqui realizado contempla a 18 especies, que
representan a seis de los siete generos sensu Hunt (2006) de la tribu Trichocereeae que se
distribuyen en el noroeste de Argentina: Cleistocatus, Denmoza, Echinopsis,
Gymnocalycium, Harrisia y Rebutia. De acuerdo a Schlumberger & Renner (2012),
Echinopsis s.1. incluye a los representantes de Cleistocactus, Denmoza y Harrisia aqui
analizados. En este contexto se destaca que Echinopsis thionantha se cita bajo

Acanthocalycium thionanthum en Schlumberger & Renner (2012).

Tradicionalmente se ha diferenciado congruentemente a las tribus Cereeae y
Trichocereeae con base en un Unico rasgo morfoldgico de la superficie del pericarpelo, el
cual generalmente en las especies de Cereeae es desnudo, 0 con unas pocas escamas,
mientras que en los representantes de Trichocereeae, usualmente el pericarpelo es piloso
0 escamoso (Barthlott & Hunt, 1993; Anderson, 2005). Sin embargo, la
presencia/ausencia de pelos o cerdas en el pericarpelo se revela como una homoplasia con
respecto al arbol completo del clado monofilético BCT, conformado por miembros de las
tribus Browningiaeae, Cereeae y Trichocereeae, sensu Nyffeler (2002) y Ritz et al.
(2007), y entonces carece de sentido para la delimitacion de tribus. No obstante, los
mismos autores sostienen que esta inconstancia desaparece a menor escala en la filogenia
molecular, cuando se consideran subclados especificos, y asi la superficie pilosa o
desnuda del pericarpelo, en combinacion con otros caracteres morfologicos, como la
presencia/ausencia de cefalio (porcion del tallo donde las aréolas de la zona florifera se
modifican y no contintan con su funcion vegetativa), demuestran ser caracteres muy
utiles para circunscribir grupos monofiléticos mas pequefios. Otro caracter morfoldgico
que resulta informativo si se lo considera a menores niveles de jerarquia es la forma de
crecimiento (ej. cactus columnares vs. globosos) (Hernandez-Hernandez et al., 2011). De
acuerdo a Ritz et al. (2007), el subclado conformado por Trichocereeae comprende cactus

andinos, columnares y globosos, con pericarpelos que tienen areolas pilosas o rizadas.

Por otra parte, el género Gymnocalycium también ha sido clasificado con base en
caracteres morfol6gicos, tradicionalmente definido por presentar el pericarpelo escamoso
y sin pelos (Anderson, 2001). Till (2001) ha reconocido dos subgéneros basandose en el
tipo de fruto y la morfologia de las semillas, pero la filogenia molecular revela que estos

subgéneros no son monofiléticos (Ritz et al., 2007; Demaio et al., 2011).
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De acuerdo a Ritz et al. (2007), la clasificacion morfoldgica actual dentro de
Cactaceae no es soportada por los analisis de filogenia molecular. Muchos rasgos
morfoldgicos que son utilizados en clasificaciones, como la forma de crecimiento, los
sindromes de polinizacion y la presencia de cefalio, son altamente homoplasicos y por
ende no adecuados para la definicion de grandes grupos monofiléticos. En este analisis
se consideran estos caracteres altamente homoplasicos en relacion a la definicion de
grandes grupos, con el fin de dilucidar si son informativos en los subclados mas pequefios

dentro de Trichocereeae.
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Los datos morfo-anatomicos florales obtenidos en esta investigacion fueron

mapeados sobre una topologia de arbol simplificada de Schlumberger & Renner (2012)

(Fig. 35).

Echinopsis s.1.
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Figura 35. Topologia de arbol modificada de Schlumberger & Renner (2012), en base a
la cual se mapearon los caracteres florales seleccionados.



Capitulo 7

A través del anélisis de los diferentes verticilos florales, de las 18 especies aqui
estudiadas, se codificaron 45 caracteres, de los cuales 17 son morfoldgicos y 28
anatomicos. Del total de caracteres contemplados, se reconocieron 24 como binarios y 21

como multiestados (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteres y estados de caracteres analizados en las especies de

Trichocereeae.

Tipo de Caracter Estados de caracter
caréacter
Forma de la flor (0) campanulada; (1) tubiforme; (2)
infundibuliforme larga; (3)
infundibuliforme corta
Simetria (0) actinomorfa; (1) zigomorfa
Color del tubo (0) rojo; (1) magenta; (2) verde; (3)
marrén; (4) verde-violéceo; (5) amarillo
Color de tépalos petaloideos (0) rojo; (1) magenta; (2) crema; (3) rosa;
(4) verde; (5) blanco; (6) amarillo; (7)
rojo-naranja
Forma de tépalos (0) lanceolada; (1) oblonga; (2)
oblanceolada
Color de escamas (0) verde; (1) rojo; (2) magenta; (3)
marron; (4) verde-violaceo; (5) amarillo
5 Forma de escamas (0) lanceolada; (1) oblonga
2 Escamas en pericarpelo y tubo | (0) desnudas; (1) con tricomas; (2) con
% floral tricomas y cerdas (pelos rigidos)
= Color de anteras (0) rojo; (1) fucsia; (2) amarillo; (3)
S blanco; (4) marrén
Color de filamentos (0) blanco; (1) amarillo; (2) fucsia; (3)
verde
Color de estigmas (0) blanco; (1) amarillo; (2) verde; (3)
magenta
Color de estilo (0) blanco; (1) amarillo; (2) verde; (3)
rosa; (4) crema
Estaminodios (0) ausencia; (1) presencia
Hilos conectando granos de (0) ausencia; (1) presencia
polen
Forma del l6culo del ovario en | (0) ovoideo, (1) reniforme; (2) elipsoide
CL
Contorno del estilo en CT (0) circular; (1) estrellado
Desarrollo del nectario (0) cdmara profunda y desarrollada; (1)
camara pequefia; (2) apenas diferenciado
= Células de epidermis anteral (0) globosas; (1) papilosas
S o Taninos en epidermis anteral | (0) ausencia; (1) presencia
s ° Contorno del filamento en (0) circular; (1) irregular; (2) subcircular;
< corte transversal
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Células de epidermis del
filamento

Células mucilaginosas en
parénquima del filamento
Amiloplastos en paréngquima
del filamento

Tricomas estigmaticos

Tricomas estigmaticos con
taninos

Células de epidermis estilar
Hipodermis estilar
Cavidades mucilaginosas en
parénquima estilar
Epidermis del canal estilar

Estratos del tejido nectarifero

Epidermis del nectario

Taninos en celulas
epidérmicas del nectario
Drusas en parénquima
nectarifero

Epidermis del pericarpelo

Hipodermis en pericarpelo
Drusas en pericarpelo

Forma del l6culo del ovario

Taninos en células epidérmicas
del ovario

Tricomas en el funiculo
Taninos en células epidérmicas
del funiculo

Cémara de aire entre
tegumentos del évulo
Taninos en células
epidérmicas del tegumento
externo

Pico nucelar

Tipo de estilo

los

Capitulo 7

(0) globosas; (1) rectangulares; (2)
irregulares; (3) tricomas unicelulares
breves

(0) ausencia; (1) presencia

(0) ausencia; (1) presencia

(0) multicelulares uniseriados; (1)
multicelulares multiseriados; (2)
unicelulares

(0) ausencia; (1) presencia

(0) papilosas; (1) no papilosas
(0) ausencia; (1) presencia
(0) ausencia; (1) presencia

(0) sin tricomas; (1) tricomas sin tanino;
(2) tricomas con tanino

(0) < 3 estratos de células; (1) > 3
estratos de células

(0) células no papilosas; (1) tricomas
unicelulares; (2) células papilosas; (3)
tricomas multicelulares uniseriados

(0) ausencia; (1) presencia

(0) ausencia; (1) presencia

(0) células cuadrangulares; (1)
rectangulares; (2) subrectangulares; (3)
globosas; (4) papilosas

(0) ausencia; (1) presencia

(0) ausencia; (1) presencia

(0) Ovoideo; (1) Reniforme; (2)
Elipsoide
(0) ausencia; (1) presencia

(0) ausencia; (1) presencia
(0) ausencia; (1) presencia

(0) ausencia; (1) presencia
(0) ausencia; (1) presencia

(0) ausencia; (1) presencia
(0) semicerrado; (1) cerrado en la base

Los caracteres enumerados en la Tabla 4 aportan informacion filogenética que se

visualiza en las Figs. 36 a 46.
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Algunos de los rasgos morfo-anatomicos florales estudiados fueron altamente
variables, con numerosos estados de caracter, y no permiten sugerir tendencias evolutivas
dentro del grupo, mientras que otros caracteres, al ser mapeados sobre la filogenia, se
evidencian como posibles apomorfias. El analisis reveld caracteres novedosos, y se
identificaron algunos de ellos como sinapomorfias de clados soportados por la filogenia

molecular publicada para el género.
Los resultados mas interesantes se detallan a continuacion:

El andlisis revel6 que la mayoria de los 45 caracteres analizados son homoplasicos,
ya que sus estados de caracter aparecen de manera independiente en méas de dos
oportunidades en taxones no emparentados. Sin embargo, muchos de ellos son Utiles para

apoyar subclados dentro de esta filogenia.

Se destaca que la morfo-anatomia del gineceo aporté datos interesantes en este
analisis. Por ejemplo, la presencia de tricomas estigmaticos multicelulares sin contenidos
aparentemente tanicos pueden constituir una sinapomorfia de la tribu. Adicionalmente, la
ausencia de células papilosas en el pericarpelo, y la ausencia de taninos en la epidermis
del ovario y del funiculo son rasgos conservados en todos los representantes de

Trichocereeae aqui analizados (Figs. 41C, 42A).

Por otra parte, el novedoso registro de la presencia de pico nucelar en la familia,
aparece como dos eventos de evolucion independiente en E. aurea y E. haematantha (Fig.
46B).

El clado Echinopsis s.l., sensu Schlumpberger & Renner (2012), esta respaldado
por varios caracteres morfologicos y anatémicos tales como la forma lanceolada de
tépalos y escamas, la presencia de tricomas lanosos en las axilas de las bracteas que
recubren el pericarpelo y el tubo floral, el contorno circular del estilo en corte transversal,
la epidermis estilar con células glabra, el tipo de estilo semicerrado y la presencia de
tricomas epidérmicos sin taninos en I6bulos estigmaticos (Figs. 37B, 38A-B, 40B, 42B,
46C).

El subclado de Echinopsis s.I. formado por los representantes de Cleistocactus
(clado Cleistocactus sensu Schlumpberger & Renner, 2012), se apoya por la presencia de
epidermis simple (células no papilosas) en el nectario floral; la presencia de tricomas

epidérmicos unicelulares define a las restantes especies del linaje (Fig. 43B).
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Por otro parte, el subclado de Echinopsis s.l. conformado por D. rhodacantha + E.
thionantha, se apoya por la presencia de estaminodios transformados en tricomas lanosos
por encima del nectario floral (Fig. 39B).

Los representantes de Gymnocalycium, empleados como grupo externo, presentan
varios caracteres que pueden ser interpretados como sinapomorfias del género, como por
ejemplo, la presencia de hilos que conectan granos de polen, la presentacion secundaria
del polen, la presencia de nectarios con tricomas multicelulares uniseriados, y los

filamentos con breves tricomas unicelulares en la base (Figs. 39C, 43B).

Por ultimo, entre los multiples caracteres variables y altamente homoplasicos, se

pueden mencionar el color de tépalos y la forma de las flores (Figs. 36A,37A).
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Figura 36. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales seglin méxima parsimonia.
A. Forma de la flor (7 pasos). B. Simetria (2 pasos). C. Color del tubo (7 pasos).
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Figura 37. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales seglin méxima parsimonia.
A. Color de tépalos petaloideos (10 pasos). B. Forma de tépalos (3 pasos). C. Color de escamas (7 pasos).
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Figura 38. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales seglin méxima parsimonia.
A. Forma de escamas (2 pasos). B. Escamas en pericarpelo y tubo floral (2 pasos). C. Color de anteras (4
pasos).
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Figura 39. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales seglin maxima parsimonia.
A. Color de estigmas (6 pasos). B. Estaminodios (2 pasos). C. Hilos conectando granos de polen (1 paso).

~127 ™



Capitulo 7

f“ E. schickendantzii
2

:u=m E. thionantha

D.

Echinopsis s.1. °E. aurea
i 1
E ?;:‘yif;e L] °E. tubiflora
: T
| elipsoidal

E.

Hi‘

°E. terscheckii

[————=C. baumani
e —

2 C. smaragdiflorus

R.

6. schi
%“ G. spegazzinii

G. saglionis

S. coryne

P.

4,’="' E. schickendantzii
|

Ex 10ra

f" E. thionantha
- |

D.

Echinopsis s.1. °E. aurea
i L
=i t —

E.

H. "
°E. terscheckii

——°C. baumanii
L

R.

G. schi <
I%" G. spegazzinii

G. saglionis

S. coryne

P

4[[=“' E. schickendantzii
5

ora

4q_' E. thionantha
- |

D.

Echinopsis s.1. °E. aurea
[ camara profunda y ! - ’
E. tubifl
[ camara pequefia L tubiflora

| apenas diferenciado E:

EQ,E, erscnec

[F————--0C. baumanii

L

R.

6. schi <
I ;' G. spegazzinii

G. saglionis

S. coryne

P ma

Figura 40. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales segiin méxima parsimonia.
A. Forma del léculo del ovario en CL (3 pasos). B. Contorno del estilo en CT (2 pasos). C. Desarrollo del
nectario (6 pasos).
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Figura 41. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales segin méxima parsimonia.
A. Células de epidermis anteral (4 pasos). B. Taninos en epidermis anteral (6 pasos). C. Tricomas

estigmaticos (2 pasos).
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Figura 42. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales seglin méaxima parsimonia.
A. Tricomas estigmaticos con taninos (1 paso). B. Células de epidermis estilar (3 pasos). C. Epidermis del
canal estilar (4 pasos).
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Figura 43. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales segiin maxima parsimonia.
A. Estratos del tejido nectarifero (4 pasos). B. Epidermis del nectario (4 pasos). C. Drusas en parénquima

nectarifero (5 pasos).
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Figura 44. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales segiin méxima parsimonia.
A. Epidermis del pericarpelo (1 paso). B. Hipodermis en pericarpelo (4 pasos). C. Taninos en células

epidérmicas del ovario (1 paso).
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Figura 45. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales segin maxima parsimonia.
A. Tricomas en el funiculo (1 paso). B. Taninos en células epidérmicas del funiculo (1 paso). C. Camara
de aire entre los tegumentos del 6vulo (3 pasos).
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Figura 46. Topologia de arbol de la filogenia de Echinopsis s.I. modificada de Schlumpberger & Renner
(2012) mostrando reconstrucciones de estado ancestral de caracteres florales segiin méxima parsimonia.
A. Taninos en células epidérmicas del tegumento externo (3 pasos). B. Pico nucelar (2 pasos). C. Tipo de
estilo (1 paso).
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DISCUSION

Muchos caracteres morfoldgicos utilizados en las clasificaciones tradicionales de la
familia, tales como la presencia de un cefalio, los sindromes de polinizacion, o la forma
de crecimiento son caracteres altamente homoplasicos y, por ende, poco apropiados como
sinapomorfias para grandes clados (Ritz et al., 2007). Sin embargo, si se considera un
nivel taxondmico menor, en combinacidn con otros rasgos morfolégicos, estos caracteres
pueden ser informativos. Por ejemplo, la presencia de pelos en el pericarpelo apoya a dos

linajes de Rebutia filogenéticamente distanciados (Ritz et al., 2007).

La simetria floral es un caracter estrechamente relacionado a los sindromes de
polinizacién. Las flores actinomorfas son plesiomoérficas dentro de los cactus aqui
investigados, y en general dentro de Cactaceae (Griffith, 2004). Se ha sefialado que
flores zigomorfas ocurren en varios géneros de cactus (Cleistocactus, Denmoza,
Matucana, Oreocereus) (Anderson, 2001; Hunt, 2006). Sin embargo, estos géneros no
constituyen un grupo monofilético y, por lo tanto, la transicion de las flores
actinomorfas a las flores zigomorfas se produjo repetidamente en eventos
independientes, o se produjeron mdaltiples reversiones (Ritz et al., 2007;
Schlumpberger & Renner, 2012). Los resultados del mapeo de este caracter concuerdan
con esta postura, flores con simetria zigomorfa caracterizan a D. rhodacantha y C.
baumannii, especies pertenecientes a subclados alejados filogenéticamente.

Algunas relaciones entre géneros de cactus fueron inferidas con base en el hecho
de compartir el sindrome de polinizacion (p. ej., flores de antesis diurna, con tubo corto,
en su mayoria sin olor, de colores brillantes vs. Echinopsis s.s. adaptadas a la polinizacion
por polillas, con flores blancas nocturnas, alargadas, en su mayoria perfumadas) (Gibson
& Nobel, 1986; Barthlott & Hunt, 1993). Sin embargo, con el devenir de las filogenias
moleculares, estas variaciones morfoldgicas resultaron ser el producto de un proceso de
evolucion convergente, dado que las mismas adaptaciones a la polinizacion se encuentran
en cactus lejanamente emparentados (Ritz et al., 2007; Schlumpberger & Renner, 2012).
Debido a que estas morfologias son altamente homoplasicas en la familia, su valor en los

andlisis filogenéticos es limitado.

Schlumpberger & Renner (2012) sugirieron que los cambios en los sindromes
florales observados en Echinopsis s.lI. (asumiendo que los rasgos florales implican

necesariamente ser especializados), como el salto de flores melitéfilas a flores
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esfingofilas en algunos taxones, aparece como un rasgo comun a lo largo de la historia
evolutiva del linaje. Sin embargo, dado el generalismo observado en muchas especies
analizadas en este linaje (Schlumpberger & Badano, 2005; Ortega-Baes et al., 2011;
Alonso-Pedano & Ortega-Baes, 2012; Gorostiague & Ortega-Baes, 2015), los autores
sugieren que los rasgos florales que presentan las especies no se corresponden

necesariamente con los animales que visitan las flores.

Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, los caracteres florales
correspondientes a forma, simetria, como asi también el color de tépalos y el color de
antera, estrechamente relacionados con los sindromes de polinizacion, (van der Pijl, 1961;
Faegri K. & van der Pijl L., 1979), fueron muy variables y se revelaron como altamente
homoplasicos y fueron los menos parsimoniosos en el analisis. Dentro del linaje, estos
atributos florales reflejan convergencia evolutiva, es decir, que se produjeron multiples

origenes independientes del mismo rasgo.

Las flores de todas las especies analizadas en esta tesis comparten ciertas
caracteristicas morfo-anatémicas. Sin embargo, algunos caracteres, al ser mapeados en la
topologia de arbol simplificado de Schlumberger & Renner (2012), se revelan como

posibles apomorfias.

Ciertos caracteres anatomicos florales, como la epidermis de la cavidad estilar con
papilas con contenidos tanicos en el citoplasma celular, son rasgos caracteristicos de
especies de la subfamilia Opuntioideae, y representan una sinapomorfia del linaje
(Fuentes-Pérez, 2004; Fuentes-Pérez et al., 2009). Con igual criterio, la ausencia de
taninos en la epidermis que recubre la cavidad estilar de los miembros de Trichocereeae

analizados, se podria interpretar como una sinapomorfia de la tribu.

Por otro lado, el clado Echinopsis s.l. se podria apoyar por un rasgo distintivo
comun a todas las especies analizadas, que es la presencia de tricomas en las axilas de las

escamas que recubren el pericarpelo y el tubo floral.

Siguiendo la clasificacion de Hunt (2006), los géneros que reconoce en la tribu
Trichocereeae, se apoyan por caracteres epidérmicos de los nectarios florales, por
ejemplo, los tricomas unicelulares presentes en todas las especies reconocidas bajo
Echinopsis permiten distinguirlas, de los miembros de Cleistocactus que presentan

nectarios con epidermis glabra; mientras que los taxones de Gymnocalycium presentaron
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tricomas pluricelulares uniseriados. Sin embargo, los tricomas unicelulares se revelan

como homoplasicos si se considera a los géneros Denmoza y Harrisia.

Dado que no hay registros previos en la familia, los picos nucelares registrados en
E. aurea y E. haematantha representan una autapomorfia que se origin6 al menos dos

veces de manera independiente dentro del linaje.

A pesar que la presencia de estaminodios en forma de tricomas lanosos en la
region superior del nectario floral, es un caracter util para apoyar al subclado de
Echinopsis s.I. conformado por D. rhodacantha + E. thionantha, se trata de un caracter

homoplasico que evoluciond independientemente en S. coryne de la tribu Browningieae.

En Gymnocalycium el analisis de caracteres morfoldgicos a lo largo de la filogenia
molecular, ha demostrado una tendencia a la reduccion del tamafio del tallo, a la reduccion
de la cantidad y la resistencia de las espinas, al aumento del tamafio de la semilla, al
desarrollo de las raices napiformes y el cambio de frutas jugosas y coloridas a frutos secos
y verdes (Demaio et al., 2011). A través del analisis morfo-anatomico floral aqui
realizado, se han revelado caracteres exclusivos del género que permiten apoyar su
monofilia, como la presencia de hilos conectando granos de polen, la presentacion
secundaria del polen, los nectarios florales con epidermis con tricomas multicelulares

uniseriados y los tricomas unicelulares breves en la base de filamentos.

Este analisis revela evolucion convergente en la mayoria de los caracteres
morfoldgicos y anatémicos florales. Sin embargo, muchos de ellos resultan Gtiles para
apoyar a diferentes subclados del linaje. A pesar de ello, los caracteres hallados deben
confirmarse o refutarse en un andlisis filogenético que incluya a un mayor nimero de

representantes de la tribu.
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CONCLUSIONES

*Las diferencias encontradas a nivel epidérmico en los diferentes verticilos
sugiere que se tratan de rasgos de valor diagnostico. Es necesario ampliar el estudio
anatomico contemplando otros miembros de Echinopsis s.l. para evaluar con mayor

precision la importancia sistemética de la epidermis de los diferentes verticilos florales.

*Las variaciones halladas en la epidermis nectarifera permiten diferenciar a

especies cercanamente emparentadas (Cleistocactus vs. Echinopsis vs. Gymnocalycium).

* Dentro de este linaje se observa la presencia de varios casos de evolucion
convergente en cuanto a determinados caracteres florales (por ejemplo, simetria floral,

color de tubo floral y color de tépalos).

*Cabe destacar la relevancia de construir una hipotesis filogenética integrando

caracteres morfoldgicos y anatomicos, con datos moleculares.
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CONLUSIONES FINALES

El analisis morfologico, anatomico y ultraestructural, constituye un aporte original y
de suma importancia para la caracterizacion de las especies de la tribu Trichocereeae.
Ademas, contribuye con caracteres estructurales taxonomicamente Utiles que permitiran una
mejor interpretacion de las relaciones filogenéticas de este complejo linaje, cuando se logre
un profundo conocimiento para los demas representantes de la tribu ain no estudiados.

La mayoria de los rasgos anatomicos florales de las especies de Echinopsis Zucc.
analizadas demostraron ser conservados en relacion a lo que se conoce sobre el Bauplan de
la familia. Las principales diferencias refieren a rasgos exomorfolégicos tradicionalmente
asociados a especializacion fenotipica a diferentes tipos de polinizadores (especialmente el

tamafo y la forma floral, y el color de tépalos).

El anélisis ultraestructural del nectario floral reveld que la epidermis nectarifera podria

constituir una via de produccion y secrecion adicional a los nectarostomas.

La anatomia de nectarios y estigmas sugiere no guardar relacion con los diferentes tipos

de polinizadores.

En general la mayoria de las diferencias anatdmicas encontradas a nivel epidérmico
en los diferentes verticilos florales sugiere que se trata de rasgos de valor diagnéstico, sin
embargo, ampliar el estudio contemplando otros miembros de la tribu permitird evaluar con
mayor precisioén la importancia sistematica de la epidermis de los diferentes verticilos

florales.

En cuanto a la especializacion fenotipica a la polinizacion por aves, las caracteristicas
de los NFs aparentemente carecen de relacion con el tipo de polinizador, y la especializacién
fenotipica de las flores, a pesar de que la polinizacion de las aves se ha verificado en esas

especies.

La presencia de hilos que conectan granos de polen en todos los representantes de
Gymnocalycium analizados sugieren que se trata de un caracter taxonémicamente fuerte que
apoya la monofilia de este linaje de Cactaceae. Por otra parte, la distribucion filogenética de

la presentacion secundaria del polen dentro de la familia merece mayor atencion, para
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detectar si este mecanismo surgid independientemente en otros linajes no relacionados
evolutivamente.

La mayoria de los caracteres estructurales relacionados al gineceo de las especies de
Trichocereeae revelaron una alta uniformidad, los caracteres resultaron ser muy estables en
términos evolutivos. Asi, la morfologia y anatomia del estigma de especies que difieren en
su especializacion fenotipica a la polinizacidn por diferentes tipos de animales no muestran
diferencias que se puedan asociar a los diferentes tipos de agentes polinizadores de cada
especie. Otro rasgo conservado en Trichocereeae es el tipo de estilo semicerrado y el patron

de recorrido del tubo polinico dentro del mismo.

El primer registro de picos nucelares en Cactaceae constituye un aporte muy valioso.
Sin embargo, seria importante explorar los 6vulos de taxones cercanamente emparentados a
E. aureay E. haematantha, con el fin de dilucidar si estas estructuras aparecieron en eventos

evolutivos independientes.

Aunque a través del analisis mapeo de caracteres se pudieron detectar muchas
homoplasias morfoldgicas y anatomicas en las flores de Trichocereeae, ciertos rasgos
resultan Utiles si son considerados a niveles de jerarquias menores, como por ejemplo, la
epidermis nectarifera que permiten diferenciar a especies cercanamente emparentadas

(Cleistocactus vs. Echinopsis vs. Gymnocalycium).

Algunos de los caracteres compartidos por los miembros de Trichocereeae con otros
miembros de Cactoideae, pertenecientes a tribus filogenéticamente cercanas (Notocactaceae
y Browningiaeae), y con miembros de la subfamilia Opuntioideae son: la presencia de haces
vasculares anficribales en filamentos, ovario infero embebido en el pericarpleo con
numerosos ovulos de placentacion parietal, el estilo semicerrado, cilindrico y con un canal
estilar rodeado por numerosos estratos de tejido de transmision, y los numerosos l6bulos
estigmaticos de epidermis tricomética. De manera que, estos caracteres reflejan un alto grado

de uniformidad si se considera a las subfamilias Cactoideae y Opuntioideae.

Como corolario se plantea la necesidad de profundizar y ampliar el analisis
morfologico y anatomico de las flores de este linaje, sumado a la importancia de construir
hipotesis filogenéticas integrando caracteres morfolégicos y anatdmicos con datos

moleculares.
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