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COMPENDIO

La anficarpia es un fendmeno que ocurre en algunas especies, el cual
consiste en la produccion de frutos aéreos y subterraneos en la misma planta,
siendo ventajoso para ellas, ya que asegura su persistencia ante condiciones
desfavorables. Esta investigacion tiene como objetivos: caracterizar y comparar
la morfoanatomia de las flores subterraneas de dos especies anficarpicas, C.
rotundifolium Mart. ex Benth. y C. venosum Mart. ex Benth., e inferir algunos
aspectos de su biologia reproductiva. Para caracterizar morfoanatbmicamente
cada uno de los verticilos florales se recolectaron flores y se procesaron sus
piezas siguiendo la metodologia clasica para su estudio con microscopio Optico
y electronico de barrido. Se calculo la asignacion de recursos a las partes fértiles
y estériles y también las relaciones polen/6vulo por flor y semilla/dvulo por flor.
Se concluyd que existen similitudes en el tamafio y en la morfoanatomia de
sus piezas. Las flores son cleistogamas, con diferencias claras entre ellas y las
aéreas. El androceo es monadelfo, presenta estambres fértiles y estériles con
anteras morfologicamente diferentes. El nectario es vestigial. El estigma es
papiloso, bordeado por tricomas periestigmaticos, y cubierto por una membrana.
La asignacion de biomasa es dirigida principalmente al perianto seguido de los
verticilos reproductivos. La eficiencia en produccion de semillas es del 100%.
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MORPHOANATOMY OF UNDERGROUND FLOWERS AND SOME
REPRODUCTIVE ASPECTS OF TWO AMPHICARPIC SPECIES OF
Centrosema (DC.) BENTH. (FABACEAE)

ABSTRACT

Amphicarpy is a phenomenon that occurs in some species, which consists in
the production of both aerial and underground fruits in the same plant, being
advantageous for them, since it ensures their persistence under unfavorable
conditions. This research aims to characterize the morphoanatomy of the
underground flowers of two amphicarpic species, C. rotundifolium Mart.
ex Benth. and C. venosum Mart. ex Benth. and infer some aspects of his
reproductive biology. In order to morphoanatomically characterize each one
of the floral whorls, flowers were collected and their whorls were processed
following the classical methodology for their study with an optical and
scanning electron microscope. It was calculated the allocation of resources to
the fertile and sterile parts and also the pollen/ovule and seed/ovule ratios. It
was concluded that there are similarities in the size and morphoanatomy of
their pieces. The flowers are cleistogamous, with clear differences between
them and the aerials. In this case, the stamens are monadelphous with anthers
fertile and sterile, morphologically different. The nectary is vestigial. The
stigma is papillous, it is bordered by periestigmatic trichomes and covered by a
membrane. The biomass allocation is mainly directed to the perianth followed
by the reproductive whorls. The efficiency in seed production is 100%.

KEY WORDS
Ampbhicarpy, Centrosema, floral structure, underground flowers.
INTRODUCCION

La anficarpia es una forma especial de dimorfismo, donde la planta es capaz de
producir frutos tanto aéreos como subterraneos, y por ende semillas (Cheplick
1987, Zhang et al. 2020). Los frutos subterraneos son producidos sobre vastagos
subterraneos (Kaul et al. 2000). Este dimorfismo es conocido desde 1601 por
botanicos y ecologos, siendo filogenéticamente joven y muy variable (Cheplick
1987). La anficarpia no debe confundirse con geocarpia, ya que en este ultimo
caso las flores aéreas, luego que ocurre la polinizacion, pierden sus pétalos y se
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encorvan hasta penetrar la superficie del suelo, donde los frutos y las semillas
maduran subterraneamente (Kaul et al. 2000, Zhang et al. 2020). La anficarpia
es una forma de garantizar un banco de semillas en el suelo de las especies que
tienen este fendmeno, que no se vera afectado o lo sera en menor proporcion,
por las variaciones climaticas ambientales; se ha sefialado que funciona como
yemas vegetativas latentes de plantas perennes, ya que los frutos subterraneos se
mantienen proximos a la planta madre (Zhang et al. 2020).

Muchas de las plantas anficarpicas son anuales y solo unas pocas son
perennes (Kaul et al. 2000). Dentro de las leguminosas existen varias especies
anficarpicas, pudiendo citar a: Macroptilium fraternum Juarez y S. Pérez
(Drewes y Hoc 2000), Trifolium polymorphum Poir. (Speroni e lzaguirre
2001, 2003), Flemingia pauciflora Benth., Glycine falcata Benth. y Vigna
lanceolata Benth. (Saravana-Kumar et al. 2012 y Lawn y Bielig 2016), entre
otras; también se sefialan cuatro especies de Centrosema: C. bracteosum
Benth., C. grazielae Barbosa, C. rotundifolium Mart. ex Benth. y C. venosum
Mart. ex Benth. (Clements 1990, Schmidt et al. 1996, Nikolic et al. 2005).

Centrosema es considerado uno de los tres géneros mas importantes de
leguminosas forrajeras tropicales (Schultze-Kraft y Clements 1995), ademas
de Stylosanthes Sw. y Desmodium Desv. (Schultze-Kraft 2000). La presencia
de anficarpia en algunas de sus especies puede representar una ventaja
adaptativa ante diferentes condiciones ambientales incluyendo herbivoria,
sequia, fuego, depredacion de semillas, entre otras (Cheplick 1987, Cocks
1999, Kaul et al. 2000, Zhang et al. 2020).

C. rotundifolium es un taxon introducido en Venezuela, con uso potencial como
pasto y para la conservacion del suelo en sabanas arenosas de los tropicos, ya
que ha demostrado ser una leguminosa moderadamente productiva con gran
adaptacion a suelos arenosos, acidos y de baja fertilidad (Miiller y Schultze-
Kraft 2000). Mientras que C. venosum es una especie nativa del pais; sin
embargo, no se halla dentro de los planes de investigacion, ya que no ha sido
posible cultivarla en condiciones artificiales de invernadero o de vivero, por
lo que la multiplicacién de germoplasma, y por tanto su conservacion, son
problemas no resueltos todavia (Schultze-Kraft et al. 1997). De estas especies,
hay poca informacion de su biologia floral, pudiendo destacar las descripciones
morfologicas de las flores (Barbosa-Fevereiro 1977) y la caracterizacion
morfoanatomica de las estructuras reproductivas de C. rotundifolium realizada
por Saravana-Kumar et al. (2012). Recientemente, se publico la caracterizacion
morfoanatomica de las flores aéreas de estos taxones (Aponte y Jauregui 2019).
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La biologia floral es un componente importante de la biologia reproductiva de las
plantas, debido a que investiga las relaciones mutuas entre las flores y su ambiente,
biodtico y abidtico, con respecto a la polinizacion, fertilizacion, formacion de frutos
y semillas (Mansilla et al., 2010). Su conocimiento y el del sistema reproductivo
de las plantas son fundamentales para su manejo y para la implementacion de
actividades de mejoramiento (Corredor y Garcia 2011).

Este trabajo aporta informacion sobre la morfoanatomia de las flores subterraneas
y algunos aspectos de la biologia reproductiva de dos leguminosas anficarpicas,
Centrosema rotundifolium Mart. ex Benth. y C. venosum Mart. ex Benth.

MATERIALES Y METODOS

PROCEDENCIA DEL MATERIAL VEGETAL 'Y SIEMBRA

Para el estudio de C. venosum se recolectaron flores, frutos y semillas en el Centro
de Investigaciones Agricolas del Estado Anzoategui (CIAE) del Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas (INIA), en la localidad de El Tigre, a 625 msnm.
Mientras que C. rotundifolium se cultivd en Maracay, estado Aragua a objeto de
obtener el material necesario para realizar este estudio. Para ello se recolectaron
semillas de plantas establecidas en el centro de investigaciones antes citado, las
cuales procedian de distintas accesiones del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT) identificadas como: CIAT 5260, 5283, 5521, 5721, 25120y 25148.

MORFOLOGIA FLORAL

Para el estudio morfologico se recolectaron 30 flores subterraneas en cada
especie; las mismas fueron fijadas en una solucion de FAA (formaldehido,
acido acético glacial y etanol 70%). Se determinaron las dimensiones de las
piezas del perianto, partes del androceo y del gineceo, con la ayuda de un
microscopio estereoscopico y utilizando una micro-regla milimetrada. Con
el fin de estimar el area estigmatica se recolectaron los estigmas de 10 flores
frescas de cada taxon. Estos fueron observados y dibujados en camara lticida
(tomando en cuenta el aumento del equipo). La porcion dibujada fue recortada
y llevada a un planimetro electronico digital (CID, Inc. Modelo: Ci-202
Logitech), lo cual permitié medir el area estigmatica (Berzonsky et al. 1986).

ANATOMIA FLORAL

Para la caracterizacion anatomica de cada uno de los verticilos florales, se
recolectaron cinco flores por especie. Estas muestras fueron separadas en sus
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partes constituyentes y fijadas en FAA por un periodo minimo de 48 horas.
Posteriormente, se deshidrataron en una serie creciente de alcohol butilico
terciario, para luego incluir las muestras en parafina con punto de fusion
comprendido entre 56-58 °C. Los bloques obtenidos se seccionaron en un
microtomo derotacion, aun espesor+ 6 pm. Se realizaron secciones transversales
y/o longitudinales. Los cortes obtenidos se colocaron en laminas portaobjetos
y se tifieron con safranina-fast green, desparafinando previamente (Johansen
1940) y/o con azul de toluidina acuosa (0,5%) sin desparafinar (Sakai 1973).
Se utilizé como medio de montaje balsamo de Canada, obteniendo asi laminas
permanentes, las cuales fueron estudiadas con un microscopio Optico marca
Nikon E-200 y se tomaron fotografias de los distintos tejidos y/o estructuras
con una camara digital marca Evolution LC adaptada al microscopio.

MICROMORFOLOGIA DEL ESTANDARTE Y DEL ESTIGMA

Se estudid en cinco flores por especie. Las piezas florales indicadas se deshidrataron
en una serie creciente de alcohol etilico; luego se colocaron en acetona, se secaron
por punto critico y se metalizaron con oro-paladio, siguiendo el protocolo de
Drewes (2005). El material fue observado en el microscopio electronico de
barrido (MEB) modelo Phenom, en el Centro de Microscopia Electréonica de la
Facultad de Agronomia (CenMEFA), de la Universidad Central de Venezuela.

ESTIMACION DE ALGUNAS VARIABLES INVOLUCRADAS EN LA
BIOLOGIA REPRODUCTIVA

1) Asignacion de recursos: se determiné el peso seco de caliz, corola, androceo
y gineceo. Para ello se tomaron 30 flores, provenientes de diferentes individuos,
las cuales se separaron en: caliz, corola, estambres y gineceo; estas piezas fueron
colocadas en papel de aluminio previamente identificado y enumerado, y secadas
a 60 °C hasta peso constante por un minimo de 10 dias, utilizando una balanza
analitica digital Marca Kern modelo ALj 220-4M. La biomasa reproductiva
floral estuvo representada por el peso seco promedio del gineceo y del androceo;
y la biomasa vegetativa por el peso seco promedio del caliz y de la corola.
Posteriormente, se determinaron las relaciones de biomasa sexual/biomasa
vegetativa, biomasa femenina/biomasa masculina, biomasa masculina/biomasa
femenina y biomasa de atraccion/biomasa reproductiva. Estas relaciones de
biomasa son consideradas como una medida relativa de la inversion que realiza
una planta en estructuras para la reproduccion (Ramirez 1992).
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2) Relacion polen/ovulo (P/O): se determino siguiendo la metodologia descrita
por Cruden (1977). Se estim6 el nimero de granos de polen por flor y se conto el
numero de dvulos por flor en 30 pistilos provenientes de las flores subterraneas
de las dos especies. El numero de granos de polen por antera se estimo en
una suspension de 5 hasta 20 anteras fértiles, cerradas. Las anteras provenian
de flores de individuos diferentes (una antera/flor/planta) y las mismas fueron
colocadas en una piedra de toque y se les agregd una gota de una solucion
acetolitica (una parte de acido sulfurico en nueve partes de acético anhidro).
Esta se dejo secar por varias horas y en el caso de que las anteras no abrieran
por si mismas, se trituraron bajo la lupa con la ayuda de una varilla de vidrio
chequeando que todos o casi todos los granos de polen se hubiesen liberado.
Posteriormente, se adiciono 0,1 ml de azul de anilina en lactofenol (1%). Luego
con la ayuda de una pipeta Pasteur, la solucion se mezclo durante 30 segundos
y se transfiri6 una gota de la misma a cada una de las camaras de Neubauer (dos
observaciones por placa). Los conteos se realizaron usando un microscopio
optico marca Leitz. Se repitid el procedimiento hasta obtener un total de 30
mediciones. En cada medicion se cont6 el nimero total de granos de polen en
los cuadrados de las esquinas y central de la cdmara. Los treinta conteos se
promediaron y se calculo el nimero de granos presentes por antera. El nimero
de granos de polen por flor se obtuvo multiplicando el niimero de granos de
polen por antera por el nimero promedio de anteras por flor. El nimero de
ovulos por flor se cont6 en 30 pistilos provenientes de las flores de individuos
diferentes de las cinco especies, previamente preservadas en FAA. Finalmente,
se determino la relacion polen/dvulo dividiendo el nimero promedio de granos
de polen/flor entre el nimero promedio de dévulos/ovario (Lloyd 1965).

3) Relacion semilla/dvulo: para calcular el numero promedio de semillas por fruto
se realizo un conteo directo de las semillas presentes en 30 frutos (recolectados de
varios individuos) para cada especie. La relacion semilla/ovulo es el cociente entre
el nimero de semillas por fruto y el nimero de 6vulos por flor, correspondiendo
este valor a los 6vulos que se transforman en semillas (Ramirez 1992).

ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon los estadisticos descriptivos: media, desviacion estandary coeficiente
de variacion para la mayoria de las variables consideradas en el presente estudio.
Los resultados fueron procesados utilizando el analisis de varianza de una via
(ANOVA) con un nivel de significancia del 5% y la prueba de comparaciones de
medias de Tukey; para ello se utilizo el software Statistix 8.0 para Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las flores subterraneas de las especies estudiadas responden a las caracteristicas
tipicas de las Papilionoideae: son perfectas y zigomorfas; pero son cleistogamas,
producidas en racimos geotrépicamente positivos, insertos en tallos subterraneos
(Jauregui 2011, Saravana-Kumar et al. 2012) (Fig. 1A). Se ha indicado que
las estructuras florales y por ende los frutos subterraneos pueden formarse de
rizomas originados del nudo cotiledonar, como ocurre en Flemingia pauciflora
Benth. y Vigna lanceolata Benth. o de tallos formados en el cuello de plantas, tal
es el caso de Glycine falcata Benth. (Saravana-Kumar et al. 2012). Las flores de
C. rotundifolium y C. venosum tienen mucha similitud y se caracterizan por ser
pequenas; generalmente son incoloras (Fig. 1B), pero en algunos casos cuando
quedan expuestas muy cerca de la superficie del suelo se tornan de coloracion
violacea. Estas flores resultaron mas pequefias al compararlas con las aéreas
de estas mismas especies (Aponte y Jauregui 2019). El tamano reducido de
las flores subterraneas es un rasgo citado por Saravana-Kumar et al. (2012)
al trabajar con cuatro Fabaceae anficarpicas, entre cllas C. rotundifolium.
Asimismo, este caracter fue observado por Zhang ef al. (2006) al comparar las
flores aéreas y subterraneas de Amphicarpaea edgeworthii Benth., y por Lawn
y Bielig (2016) al estudiar varios morfotipos e hibridos de Vigna lanceolata
Benth. En Flemingia pauciflora Benth. se ha reportado el desarrollo de color
cuando las flores se exponen a la luz antes de completar su desarrollo (Saravana-
Kumar et al. 2012). En flores cleistdgamas es obligada la autogamia, por lo que
las mismas siempre son mas pequefias que las casmogamas (Rodriguez-Riafio
1999), ya que se reduce la traslocacion de recursos hacia la partes accesorias y
para la biosintesis de pigmentos (Kaul et al. 2000).

Fig. 1. Centrosema rotundifolium. A. Esquema general de una planta anficarpica, mostrando
ubicacion de flores subterraneas. B. Detalle de una flor subterranea. fa: flores aéreas, fs: flores
subterraneas.
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Tabla 1. Valores promedio y desviacion estandar de las variables morfologicas medidas

en flores subterraneas de dos especies de Centrosema.

VARIABLES C. rotundifolium C. venosum
. Largo 3,2+0,5 3,3+0,4
Caliz
Ancho 3,9+0,6 3,6+0,7
Largo 3,01+0,55 2,69+0,46
Estandarte
Ancho 3,14+0,73 3,28+0,51
Largo 2,54+0,53 2,91+0,56
Corola Alas
Ancho 0,94+0,13 1,06+0,23
. Largo 2,36+0,64 2,47+0,40
Quilla
Ancho 1,19+0,44 0,50+0,50
Filamento Largo 1,9+0.4 1,7+0,2
Androceo Largo 0,3+82x107 0,4+67x107
Antera
Ancho 0,3+0,1 0,5+82x107
Largo del pistilo 2,40+0,45 2,91+0,52
Estigma Ancho 0,46+£51x107 0,52+78x10
. . Largo 1,48+0,39 1,86+0,48
Gineceo Estilo
Ancho 0,33+48x1073 0,53+82x10
. Largo 0,92+0,14 1,05+0,14
Ovario
Ancho 0,8+0,2 0,7+94x1073
Largo 0,89+0,13 1,13+0,08
Fruto
Ancho 0,63+0,15 0,50+0,07

Mediciones expresadas en mm.

Céliz: este verticilo es gamosépalo con tubo largo. No hubo diferencias
significativas en cuanto a las dimensiones de esta pieza entre las especies bajo
estudio (Tabla I). Sin embargo, la longitud del caliz en C. venosum resultd
ligeramente superior a la de C. rotundifolium, pero a su vez esta pieza es
mas angosta que en esa especie. La superficie abaxial en ambas especies es
densamente pubescente. Este verticilo adopta la forma de capuchén y cubre
casi en su totalidad al estandarte, lo cual le permitiria proteger a los verticilos
internos mas delicados durante su desarrollo en el suelo, tal como ha sido
reportado por Speroni e Izaguirre (2001, 2003) para Trifolium polymorphum
y por Savarana-Kumar et al. (2012) en otras tres Fabaceae. Los sépalos (Figs.
2A y 2B) tienen epidermis uniestratificada, la abaxial formada por células
subglobosas a globosas en C. rotundifolium y cuadrangulares en C. venosum,
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con contenido denso; es comun en esta superficie la presencia de tricomas
uncinados, bicelulares, lo cual constituye un rasgo adicional de proteccion,
como ha sido indicado para Papilionoidae por Tucker (1987), y la adaxial con
célulasrectangulares, de paredes y cuticula delgada. Elmesofilo posee de cuatro
a seis capas de células globosas, de paredes delgadas. Los haces vasculares
son colaterales cerrados, con un grupo de células esclerenquimaticas proximas
al floema. La anatomia de los sépalos es bastante similar a la observada en las
flores aéreas de estas especies (Aponte y Jauregui 2019).

Corola: se asemeja al tipo papilionaceo de las flores aéreas con estandarte,
alas y quilla, pero con una reduccion en sus dimensiones y pérdida evidente
de la coloracion como resultado de la adaptacion a la vida subterranea. El
estandarte es el pétalo mas externo, con forma de capucha por lo que cubre casi
en su totalidad el resto de los verticilos florales (Figs. 2C y 2D), a diferencia
de lo observado en las flores aéreas de ambas especies (Aponte y Jauregui
2019). No se encontraron diferencias estadisticas significativas en cuanto a las
dimensiones del estandarte, alas y quilla entre ambas especies. Sin embargo, C.
venosum es de mayor tamafo que C. rotundifolium en casi todas las variables
medidas, excepto en la longitud del estandarte (Tabla I). Estructuralmente este
verticilo (Figs. 2E y 2F) se asemeja al caliz. En ambas especies, la epidermis
es uniestratificada; la abaxial con células cuadrangulares y cuticula gruesa
(Fig. 2E), con tricomas uncinados, bicelulares, de menor longitud y en menor
frecuencia que en el caliz; la adaxial constituida por células rectangulares,
de paredes y cuticula delgada, glabra. Subepidérmicamente, se presentan de
cuatro a seis capas de células parenquimaticas, globosas, de paredes delgadas.
Los haces vasculares son colaterales cerrados sin esclerénquima asociado. En
las especies estudiadas no se observo reduccion de las piezas de la corola, como
ha sido sefialado para otras especies anficarpicas, tales como 7. polymorphum
donde la corola tiene solo tres piezas (Speroni e Izagirre 2001). El arreglo
estructural de estas piezas es semejante al referido para las flores aéreas de
estas especies (Aponte y Jauregui 2019). Es probable que ello esté relacionado
con la funcion de proteccidon que el perianto, en general, debe ofrecer a las
partes reproductivas, debido a las condiciones ambientales que deben soportar.
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Fig. 2. Perianto en flores subterraneas de Centrosema. A, B, E, F. Fotomicrografias tomadas en el
microscopio optico. C. y D. Fotomicrografias tomadas en el microscopio electronico de barrido.
A. y B. C. rotundifolium y C. venosum, secciones transversales del caliz; ndtese tricomas
uncinados en la epidermis abaxial, y células esclerenquimaticas asociadas al haz vascular hacia
la cara abaxial, indicadas con flecha. C. y D. C. rotundifolium y C. venosum, estandarte; notese
superficie adaxial glabra y abaxial densamente pubescente y en forma de capuchon. E. y F. C.
rotundifolium y C. venosum, seccion transversal del estandarte; notese grosor de la cuticula y
tricomas en la epidermis abaxial. ab: epidermis abaxial, ad: epidermis adaxial, c: cuticula, hv:
haz vascular, p: parénquima, t: tricoma. Barra: A, B, E, F =30 um, C= 100 pm, D = 75 pm.
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Androceo: en ambas especies estd formado por diez estambres monadelfos,
de los cuales cinco son fértiles y se alternan con estambres que han perdido
su funcionalidad; estos tltimos tienen una sola teca y adoptan forma de lanza
(Fig. 3A); el tener una sola teca indica reduccion en esta estructura como lo ha
senalado Uphof (1938) en este tipo de flores. Aunque no hubo reduccién en el
numero de estambres como se ha reportado (Uphof 1938, Speroni e Izagirre
2001, 2003, Conterato et al. 2013). El tubo estaminal es inconspicuo, quedando
practicamente libres los filamentos, los cuales son glabros y se encuentran
unidos formando un tubo muy reducido de 0,4 mm de longitud (Fig. 3A). No
hubo diferencias significativas en cuanto a las dimensiones del tubo estaminal
en ambas especies; sin embargo, los filamentos de C. rotundifolium son
ligeramente de mayor longitud que los de C. venosum, siendo las anteras mas
reducidas en la primera especie (Tabla I). Las anteras fértiles son mas o menos
esféricas y tetrasporangiadas, y las infuncionales son bisporangiadas.

Elandroceo de estas flores muestra diferencias notorias con el de las flores aéreas
de las mismas especies, no solo en tamafio, sino también en su morfologia, ya
que en las aéreas este verticilo es diadelfo con tubo estaminal relativamente
largo y 10 estambres fértiles con anteras tetrasporangiadas (Aponte y
Jauregui 2019). En otras especies con anficarpia: Flemingia paucifiora,
Glycine falcata y Vigna lanceolata, al igual que en C. rotundifolium se
ha indicado que las anteras son mas pequefias que en las flores aéreas, pero
con polen (Saravana-Kumar et al. 2012). El tubo estaminal (Fig. 3B) y los
filamentos (Figs. 3C y 3D) presentan epidermis uniestratificada, con células
rectangulares, organizadas anticlinalmente y paredes externas mas cuticula
ligeramente gruesas. Seguidamente, es evidente parénquima constituido por
células de formas irregulares, de diferentes tamafios, de paredes delgadas,
relativamente compacto. Hacia la zona central de lo que luego se individualiza
como filamento o en estos ya separados, se presenta un haz conductor poco
desarrollado, anficribal. La anatomia de la antera de las flores subterraneas
es similar en las dos especies. La antera fértil (Figs. 3E y 3F) y la estéril
(Figs. 3G y 3H) presentan un exotecio uniestratificado, formado por células
cuadrangulares en sentido transversal y rectangulares longitudinalmente, con
pared celular mas cuticula delgada. El endotecio esta formado por un estrato
de células relativamente grandes, rectangulares, orientadas anticlinalmente
con engrosamientos fibrosos; observaciones semejantes fueron hechas en T.
polymorphum (Speroni e Izaguirre 2001) y son evidentes en la fotomicrografia
de la seccion transversal de una antera en Vigna lanceolata (Saravana-Kumar
et al. 2012). Hacia el interior de la teca se observaron las capas medias y el
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tapete o restos de ¢l, cuyas células muestran fuerte tincion con el colorante.
El conectivo presenta numerosas células en las proximidades de las tecas, con
inclusiones que reaccionan con el colorante, tomando una coloracion parda o
rojiza (Fig. 3E); dichas inclusiones probablemente son compuestos fenolicos
que evitan el ataque de los depredadores. Se ha indicado que las piezas florales
aéreas de las leguminosas pueden tener estructuras secretoras que actian
como mecanismos de defensa ante herbivoros y patdgenos, radiacion UV o
deshidratacion; entre ellas se cita la ocurrencia de compuestos fendlicos en
el filamento estaminal de Mucuna urens (L.) Medik. y Platycyamus regnelli
Benth. (Cury de Barros et al. 2016). Dentro de las tecas de los estambres
fértiles se localizan abundantes granos de polen, mientras que en las anteras no
fértiles se observaron pocos. En las flores aéreas de las especies anficarpicas
estudiadas, las anteras son todas tetrasporangiadas y fértiles, a diferencia de
las subterraneas, que como se dijo antes, tienen cinco estériles, bisporangiadas
y con forma de lanza. Al ser flores autdbgamas requieren menor cantidad de
polen para que ocurra la fertilizacion, y una estrategia de la planta para asegurar
recursos es evitar la funcionalidad de un nimero importante de anteras.

Ademas, esposible que lapolinizacion en estas flores sea del tipo casmoantérica,
por lo que el polen llegaria al estigma luego de la apertura normal de los
sacos polinicos de la antera, ya que se evidencio una estructura relativamente
normal en las capas externas de la misma. Sin embargo, no se descarta que
el exotecio y endotecio hayan perdido su funcionalidad para la apertura de la
antera, tal como ha sido reportado por Speroni e Izaguirre (2001, 2003) en
T. polymorphum, al detectar polinizacion cleistoantérica, es decir, que los
tubos polinicos atravesaron la pared de la antera hacia el estigma de la propia
flor. En las flores de las dos especies estudiadas se observo que al menos dos
anteras se desarrollan logrando un intimo contacto entre anteras y estigma
(Fig. 31), lo cual facilitaria este ultimo tipo de polinizacion.
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Fig. 3. Androceo de flores subterraneas de Centrosema. A-H. Fotomicrografias tomadas en el
microscopio optico. I. Fotomicrografia tomada en el microscopio electronico de barrido. A. C.
rotundifolium, vista general del tubo estaminal con estambres no funcionales (indicados con
flechas) alternos con los fértiles. B. C. rotundifolium, en transcorte; notese el tubo estaminal. C.
C. venosum, vista general de los filamentos. D. C. venosum, detalle del filamento; mostrando haz
vascular. E. C. venosum, detalle de la antera; obsérvense células del conectivo con inclusiones
y células madres de las microsporas (indicadas con flechas). F. C. venosum, detalle de un saco
polinico inmaduro; notese células del tapete rodeando las células madres de las microsporas. G.
C. rotundifolium, detalle de antera madura mostrando granos de polen y restos del tapete. H. C.
rotundifolium, antera estéril en seccion longitudinal; mostrando endotecio y células con inclusiones.
1. C. rotundifolium, notese la proximidad antera-estigma. a: antera, ci: células con inclusiones,
cm: células madres, co: corola, ct: células del tapete, ed: endotecio, ep: epidermis, es: estilo, ex:
exotecio, fe: filamento estaminal, gp: grano de polen, hv: haz vascular, o: ovario, p: parénquima,
rt: restos del tapete, te: tubo estaminal. Barra: A=5 mm, B, C, [ = 100 um, D-H = 30 pm.
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Nectario: las flores subterraneas de las dos especies estudiadas poseen un disco
nectarifero que se encuentra rodeando la base del ovario y mide ca. 0,4 mm de
altura. Este es del tipo estructural, pero carece de vascularizacion. La epidermis
es uniestratificada con células de pared mas cuticula ligeramente engrosadas.
Seguidamente, se encuentran células globosas alargadas en sentido longitudinal, de
contenido citoplasmatico denso con niicleo notorio y pocos espacios intercelulares;
amedida que estas se aproximan al apice reducen su tamafio (Figs. 4A y 4B). No se
observaron estomas ni tricomas en el nectario. De acuerdo a su grado de desarrollo
y funcionalidad se le puede clasificar como vestigial y no secretor, a diferencia del
visto en flores aéreas que es estructurado, liso o lobulado y vascularizado (Aponte
y Jauregui 2019). Este resultado es logico, ya que en la autogamia obligada de las
flores subterraneas, no es necesario que la planta invierta recursos en la produccion
de estructuras liberadoras de una recompensa tan importante, como lo es el néctar.

Fig. 4. Estructura anatomica del nectario en Centrosema venosum. A. Vista longitudinal de flor; notese
nectario (enmarcado con recuadros) entre androceo y gineceo. B. Detalle del mismo. ep: epidermis, fe:
filamento estaminal, o: ovario, p: parénquima. Barra: A =100 um, B =30 um.

Gineceo: la longitud del pistilo no vari6 significativamente entre las especies. Sin
embargo, la longitud en C. venosum es superior a la de C. rotundifolium (Tabla I).
Los resultados muestran que no existen diferencias significativas en cuanto al ancho
del estigma de ambas especies, aunque en C. venosum tiende a ser ligeramente mas
ancho que en C. rotundifolium (Tabla I). La ubicacion espacial del estigma dentro
de la flor es muy particular (Fig. 31), debido a la curvatura que toma el estilo. En las
especies estudiadas el estigma es lineal, lo que se ha sefialado para otras leguminosas
(Gunn y Klive 1976). En ambas especies la superficie estigmatica estd cubierta en
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su totalidad por papilas (Figs. SA y 5B), con contenido bastante denso (Fig. 5C) y
alrededor de esta se localizan tricomas con cuticula ornamentada (Figs. SA'y 5B), los
cuales surgen en el extremo distal del estilo, por lo que se consideran periestigmaticos.

Fig. 5. Estructura anatomica del gineceo de flores subterraneas de Centrosema. A, B y E.
Fotomicrografias bajo el MEB. C, D, F y G. Fotomicrografias bajo el microscopio optico. A.
C. venosum; notese papilas estigmaticas y tricomas periestigmaticos. B. C. venosum, detalle
del exudado estigmatico que cubre las papilas estigmaticas. C. C. venosum, estigma; notese
papilas con contenido denso. D. C. venosum, flores en seccion transversal; notese estigma.
E. C. rotundifolium, estilo visto desde la parte superior de la flor. F. C. venosum, estilo en
transcorte. G. C. rotundifolium, estilo en seccion longitudinal; notese estructuras secretoras,
indicadas con flechas. ce: canal estilar: e: estigma, ep: epidermis, es: estilo, hv: haz vascular, o:
ovario, p: parénquima, pe: papilas estigmaticas, te: tricomas estilares. Barra: Ay E =75 um, B
=25um, C, D, F=30 um, G =100 um.
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Seguidamente debajo de la zona papilosa se localizan de 14-16 capas de células
parenquimaticas redondeadas, de contenido denso y con paredes relativamente
gruesas (Fig. 5D). El estilo es curvado (Figs. 31y 5E) y completamente glabro,
excepto en su porcion terminal, donde se localizan tricomas alrededor del
estigma (Figs. SA'y 5B); se considera tipo ciliado, debido a que los tricomas del
ovario sobrepasan la base del mismo. Anatdmicamente es bastante similar al
de otras Leguminosae (Ghosh y Shivanna 1982), no mostrando caracteristicas
especiales; presenta una epidermis uniestratificada, con células cuadrangulares
tanto en seccion transversal como en longitudinal, de paredes relativamente
gruesas (Figs. 5F y 5G). Luego de la epidermis se diferencia parénquima,
formado por células globosas, de paredes delgadas en seccidon transversal y
alargadas en vista longitudinal. El estilo es hueco como ha sido referido para
las flores aéreas de estas especies (Aponte y Jauregui 2019) y otros miembros
de las Papilionoideae (Heslop-Harrison y Shivanna 1977, Ghosh y Shivanna
1982). En su parte central se encuentra el canal estilar; las células adyacentes
al canal son redondeadas, con paredes mas gruesas que las del parénquima
cortical y contenido bastante denso. En las células del parénquima se observan
granulos de almidon, ademas de otras inclusiones, probablemente fendlicas.
A un lado del canal estilar hay un haz vascular anficribal. El ovario es corto
y ancho, existiendo diferencias significativas con relacion a la anchura del
mismo entre C. rotundifolium y C. venosum (Tabla I). El carpelo posee
epidermis externa e interna uniestratificadas, con células cuadrangulares, de
contenido bastante denso y pared celular mas cuticula levemente engrosada
(Figs. 6A 'y 6B). En la epidermis externa se distinguen tricomas glandulares,
pequefios y tricomas tectores, bicelulares, largos con apice agudo; estos
apéndices posiblemente suministran proteccion al ovario fecundado durante su
desarrollo. El mesofilo del carpelo esta constituido por una matriz de células
potencialmente meristematicas con nicleo prominente. Asimismo, se localizan
algunas cé€lulas de mayor tamafio que el resto, con inclusiones. En ambas
especies se presentan uno o dos dvulos en el interior del ovario, los cuales
se desarrollan, generalmente, de forma exitosa como semillas. Saravana-
Kumar et al. (2012) sefialaron que en las flores subterraneas de las especies
anficarpicas que ellos estudiaron, incluida C. rotundifolium, se forma un solo
ovulo, y ocasionalmente dos. Los rudimentos seminales son bitegumentados
(Fig. 6C). El gineceo de las flores anficarpicas se distingue del de las aéreas
(Aponte y Jauregui 2019) por la ausencia de cepillo polinico y por la presencia
de ovarios mas cortos, y con menor numero de 6vulos. La presencia de
posibles compuestos fendlicos en esta porcion de la flor puede vincularse con
proteccion, como en el caso de las piezas del androceo, ya discutidas.
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Los frutos de estas especies son blanquecinos (Figs. 7A y 7B), siendo los
de C. rotundifolium ligeramente mas anchos y mas cortos que los de C.
venosum (Tabla ). Cuando el fruto contiene una sola semilla, estas son de
forma globosa en C. rotundifolium y ligeramente aplanadas en C. venosum,
pero cuando tiene dos semillas, son aplanadas en la zona de contacto (Fig.
7C). Las semillas son de color marrén cuando estan maduras (Fig. 7D). En
ambas especies el nimero de semillas es menor que en las flores aéreas de las
mismas especies (Aponte y Jauregui 2019).

Fig. 6. A. C. rotundifolium, vista general del ovario en seccion longitudinal; notese indumento
escaso, dos ovulos y estructuras secretoras (indicadas con flechas). By C. C. venosum, vista de
una porcion del carpelo en seccion transversal y detalle del évulo, respectivamente. a: antera,
ee: epidermis externa, ei: epidermis interna, o: ovario, ov: 6vulo, te: tegumento externo, ti:
tegumento interno. Barra: A= 100 um, B, C =30 pm.
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Fig. 7. Frutos y semillas provenientes de flores subterraneas. A. C. venosum, vista general de
flores y frutos subterraneos. B. C. venosum, detalle de un fruto subterraneo inmaduro. C. C.
rotundifolium, detalle de un fruto subterraneo inmaduro mostrando la(s) semilla(s) en su interior.
D. C. rotundifolium, semillas maduras; a la izquierda provenientes de frutos con una sola semilla,
notese forma globosa, y a la derecha procedentes de frutos con dos semillas, obsérvese zonas
aplanadas. f: fruto subterraneo, fs: flor subterranea.

ASIGNACION DE RECURSOS

La asignacion de biomasa floral a cada verticilo y el peso total de las flores se
sefalan en los Tabla II. Los resultados muestran que en ambas especies hubo
mayor asignacion de biomasa a la corola, caliz y gineceo, y que la asignacion
de recursos fue menor para el androceo; no obstante, estas diferencias en los
pesos secos promedios no fueron significativas. Las relaciones de biomasa
entre las funciones florales de C. rotundifolium muestran mayor asignacion a
la funcion femenina con respecto a la masculina, mientras que en C. venosum
la inversion es mayor para la funciéon masculina. En ambas especies se observo
una alta inversion en estructuras vegetativas de proteccion (Tabla II).

La inversion en estructuras florales para atraer polinizadores es menor en
plantas hermafroditas que frecuentemente se autofertilizan comparado
con aquellas especies que regularmente se entrecruzan (Charlesworth y
Charlesworth 1987, Lloyd 1987).

En las flores subterraneas de las especies anficarpicas bajo estudio existe
una alta relacion de biomasa reproductiva/biomasa vegetativa. La asignacion
de biomasa a las estructuras vegetativas de atraccion esta relacionada
estrictamente con la funcion protectora de los verticilos fértiles. Por otra parte,
la baja relacion de biomasa masculina/femenina observada en C. rotundifolium
indica que la seguridad de la polinizacion reduce la inversion en estructuras
masculinas, mientras que en C. venosum ocurrio lo contrario, la asignacion
de biomasa hacia las estructuras masculinas con respecto a las femeninas fue
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mayor, es decir, hubo mas gasto energético en estructuras masculinas pre-
fertilizacion. Sin embargo, la asignacion es menor que en las flores aéreas
(Aponte y Jauregui 2019). Es posible que estas especies difieran en el tiempo
de desarrollo de la anficarpia, y por ello muestren diferente comportamiento;
poco se sabe de la evolucion de este fendmeno, pero en general se ha indicado
que la cleistogamia es favorecida bajo condiciones de desarrollo pobre,
y aparentemente la cleistogamia dimorfica es producida gradualmente y
tiene una base genética, pero es afectada por factores biodticos y abioticos
(Gopinathan y Babu 1987, Culley y Klooster 2007). Cabe destacar que la
presencia de estomas y tricomas en los tallos subterrdneos portadores de las
flores subterrdneas en C. venosum (Jauregui 2011), puede ser evidencia de
que los mismos derivaron recientemente de estructuras caulinares aéreas. A
este respecto, Raunkier (1934 citado por Appezzato da Gloria 2003) sefialo
que los sistemas subterraneos derivan gradualmente de sistemas aéreos con
la finalidad de proteger y esconder las yemas para que una planta pueda
sobrevivir ante condiciones desfavorables.

PRODUCCION DE OVULOS, POLEN Y RELACION P/O

El promedio de granos de polen producido por las flores subterraneas presento
diferencias estadisticas significativas entre las especies. C. venosum produjo
mas granos de polen que C. rotundifolium (Tabla II). Contrariamente, no se
encontraron diferencias significativas en el numero promedio de 6vulos/flor en
las especies bajo estudio (Tabla II). La relacion P/O fue mayor en C. venosum.

Larelacionpolen/dvulo esun parametro que predice el tipo de sistemareproductivo
de un tax6n (Cruden 1977), mediante la relacion entre la produccion de poleny la
de ovulos por flor. Este valor refleja la eficiencia de la flor en la transferencia de
poleny es mas bajo cuanto mas eficaz es esta. Las flores cleistogamas subterraneas
analizadas producen pocos granos de polen con respecto a las flores casmogamas-
aéreas (Aponte y Jauregui 2019). El cociente polen/6vulo encontrado en las flores
subterraneas de C. rotundifolium las incluye dentro del grupo de plantas cuyo
sistema reproductivo es la autogamia obligada, mientras que en C. venosum
dicha relacion corresponde a autogamia facultativa; es decir, que no siempre
los datos obtenidos en esta relacion coinciden con los reportados por Cruden
(1977) en lo que respecta al sistema reproductivo. Rodriguez-Riafio et al. (1999)
sefialaron que en especies de Lupinus L. la relacion P/O las catalogaria como
xenogamas, lo cual se aleja de la realidad pues la mayoria se autopoliniza con
éxito. Asimismo, sefialaron que en Lathyrus y Pisum este cociente indica que se
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comportan como xendgamas; sin embargo, son autocompatibles con mecanismos
que promueven la fertilizacion cruzada. Los valores obtenidos de la relacion P/O
en las especies bajo estudio, al igual que el calculado de datos obtenidos por
Speroni e [zaguirre (2003) en flores subterraneas de 7. polymorphum (196) y los
contabilizados por Conterato et al. (2013), en T. argentinense (429) también en
este tipo de flores, son superiores al reportado para el grupo de plantas con flores
cleistogamas por Cruden (1977), el cual fue de 4,7. En estas flores debe ocurrir
una autopolinizacion y autofecundacion estricta y obligada, por lo que el valor
de la relacion P/O debiese ser mas bajo, aproximandose al propuesto por Cruden
(1977); es probable que el desarrollo de las flores subterraneas en estas especies
sea reciente y por ello no se hayan consolidado rasgos propios de cleistdgamas.

Tabla II. Valores promedio de algunas variables relacionadas con la reproduccion
sexual en flores subterraneas de dos especies de Centrosema.

Variables C. rotundifolium C. venosum
Flor 2,98x10* 2,98x10*
Caliz 0,72x10* a (24,3) 0,91x10* a (28,7)
Biomasa seca (mg) Corola 1,05x10* a (35,3) 1,06x10* a (33,2)
Androceo 0,37x10* a (12,5) 0,50x10* a (15,9)
Gineceo 0,83x10% a (27,9) 0,15x10* a (22,2)
) ) Masc/Fem 0,45 0,72
Relacion de biomasa
Repr/Veg 0,68 0,61
) ~ Polen/flor 65,69 b 23392 a
Producciéon promedio
Ovulo/flor 1,13 a 1,07 a
Relacion P/O 58,13 218,62

Las mediciones de la biomasa seca estan expresadas en mg. Especies con letras iguales
no presentan diferencias significativas al 5%. Valores entre paréntesis corresponden al
porcentaje promedio de peso seco de cada parte floral. Masc: masculina, Fem: femenina,
Repr: reproductiva, Veg: vegetativa, P: polen, O: 6vulo.

RELACION SEMILLA/OVULO

Las especies C. rotundifolium y C. venosum resultaron ser altamente exitosas
al transformar todos sus 6vulos en semillas totalmente viables, no encontrandose
diferencias significativas en el numero de semillas/fruto para las especies.
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Larelacion semilla/ovulo es un indicador de la cantidad de 6vulos que no llegan
a ser fertilizados o que son fertilizados pero abortados en estados tempranos de
su desarrollo, y también de la produccion eficiente de semillas y por tanto de la
eficiencia reproductiva de una planta. La produccion de semillas subterraneas
fue notoriamente mayor que la produccion de semillas aéreas, como se observa
al comparar con los resultados expuestos por Aponte y Jauregui (2019), por lo
que la produccion de estas semillas subterraneas genera importantes bancos
de semilla en el suelo con las ventajas que ello implica. La eficiencia en la
produccion de semillas fue exitosa en estas especies anficarpicas (100%). En el
caso de las semillas subterraneas, cabe mencionar lo sefialado por Sutherland
(1986), quien supone que la autogamia reduce la competencia entre granos de
polen y por lo tanto, disminuye la asignacion de recursos a la funcion masculina,
con lo cual aumenta la aptitud femenina. El mismo autor también plantea que
la autopolinizacién promueve la homocigosis, y en consecuencia disminuye la
variacion genética de las semillas. La capacidad de producir frutos y semillas
subterraneas por autogamia pudo haber evolucionado como una manera de
mantener un genotipo altamente adaptado a su ambiente, tal como es sugerido
por Plitman (1973 citado por Speroni e Izagirre 2003), ya que el ambiente en el
que se desarrollan estas flores es mas constante, lo que permite mayor estabilidad
para los procesos de esporogénesis, fecundacion y desarrollo embrionario.

La presencia de fertilizacion cruzada en especies anficarpicas, la cual ocurre en
las flores aéreas, y de autofertilizacion en las flores subterraneas, representan
mecanismos que garantizan la variabilidad genética y la sobrevivencia de la
especie, considerandose estos como una dualidad en el sistema reproductivo.
Esta dualidad es considerada un fitness ventajoso para los taxones estudiados,
como lo indican Koontz et al. (2017) para Polygala lewtonii, una especie
con flores aéreas y subterraneas. La formacion de flores subterraneas ofrece
una reduccion en la traslocacion de recursos para la diferenciacion de partes
florales (menor tamafio, menor biomasa) y para la biosintesis de pigmentos
y asegura que las semillas formadas estén protegidas de depredadores y de
condiciones ambientales desfavorables (Zhang et al. 2020).
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