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SUMMARY

Background and aims: The species of Papilionoideae have floral traits or strategies
related to the pollination mechanisms and promote cross pollination such as mechanic
barriers, spatial or temporal separation of the maturation of the sexual organs, among
others. The aim of this study was to provide a detailed morphological description of
the androecium and gynoecium of 17 Papilionoideae species native to Lerma Valley
(Salta-Argentina).

M&M: We studied on field and laboratory quantitative and qualitative floral traits
and analized from a functional point of view those traits that could be related to the
reproductive system and to the pollination mechanisms.

Results: Most of the species are homogamous and have monadelphous or
pseudomonadelphous with basal fenestration androecium, monomorphic anthers,
variable forms of the style and stigma, stylar trichomes, peristigmatic trichomes and
stigmatic membrane. We registered for the first time some traits in some of the species,
such as the spontaneous rupture of the stigmatic membrane during the anthesis and
the reduction of anthers-stigma distance after the maturation of both sexual organs.

Conclusions: All the studied species have floral traits associated with a reduction in self-
pollination. Detailed information on morphology and other traits of the androecium and
gynoecium has been obtained, and could be used to describe better their pollination
mechanisms and to understand some aspects of their reproductive biology.
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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Las especies de Papilionoideae presentan caracteristicas
florales o estrategias relacionadas con los mecanismos de polinizacién y que favorecen
la polinizacién cruzada como la presencia de barreras fisicas, la separacion espacial o
temporal en la maduracién de los ciclos fértiles, entre otras. El objetivo de este trabajo
fue brindar una descripcién detallada de la morfologia del androceo y gineceo de 17
especies de Papilionoideae nativas del Valle de Lerma (Salta-Argentina).

M&M: Se estudiaron a campo y en laboratorio caracteristicas florales cuantitativas y
cualitativas y se analizaron desde un punto de vista funcional aquellas caracteristicas
que estarian relacionadas con el sistema reproductivo y los mecanismos de polinizacion.

Resultados: La mayoria de las especies son homogamas, presentan androceo
monadelfo o pseudomonadelfo con fenestras basales, anteras monomorficas, formas
variables del estilo y del estigma, tricomas estilares y periestigmaticos y membrana
estigmatica. Se describe por primera en algunas especies la ruptura espontanea de
la membrana estigmatica en la antesis y la reducciéon de la distancia anteras estigma
luego de la maduracion de los ciclos sexuales.

Conclusiones: Todas las especies estudiadas presentan caracteristicas florales
asociadas a la reduccién de la autopolinizacion. Se obtuvo informacion detallada sobre
la morfologia y otras caracteristicas del androceo y gineceo que podria ser utilizada
para describir mejor sus mecanismos de polinizaciéon y para comprender aspectos de
su biologia reproductiva.

PALABRAS CLAVE

Androceo, biologia floral, gineceo, mecanismo de polinizaciéon, Papilionoideae,
sistema reproductivo.
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INTRODUCCION

La diversidad de formas y funcion de las
flores ha sido asociada con la amplia variedad de
estrategias de cruzamiento y el sistema sexual
de una planta (Barret, 2002). Las plantas que
tienen flores hermafroditas (i.e. que presentan los
dos sexos en la misma flor) tienen la posibilidad
de autopolinizarse o de presentar polinizacion
cruzada, la ocurrencia de una u otra va a depender
de las caracteristicas morfologicas (Barret, 2010)
o de caracteristicas fisiologicas de la flor (Franklin
-Tong, 2008). Numerosas especies con flores
hermafroditas, han desarrollado estrategias que
han sido interpretadas como caracteristicas para
evitar la autopolinizacion, e indirectamente evitar
la depresion por endogamia que se encuentra
vinculada a este tipo de reproduccion (Barret,
2002). Entre dichas caracteristicas se encuentran la
presencia de membrana estigmatica, tricomas peri-
estigmaticos y estrategias como la hercogamia y la
dicogamia entre otras. Todas estas caracteristicas
florales favorecen la polinizacion cruzada, evitando
la interferencia entre las funciones masculina y
femenina (Lloyd & Webb, 1986; Webb & Lloyd,
1986; Barrett, 2002).

Un modelo de flor donde se pueden analizar estas
caracteristicas es la flor de la familia Fabaceae que
es generalmente hermafrodita. Asimismo, existen
especies con flores diclinas o unisexuales (con solo
androceo o gineceo en la flor) representadas en
las seis subfamilias (sensu LPWG, 2017; Tucker,
1988a, 1988b, 1990, 1991, 1992; Griinmeyer, 1990;
Ulibarri, 2008; Hoc ef al., 1994). Las Papilonoideae
(Leguminoseae) presentan una arquitectura floral
en la cual el androceo y el gineceo se encuentran
dentro de una unidad formada por los pétalos de
la quilla y las alas. Los polinizadores que visitan
estas flores deben ejercer una fuerza tal que permita
mover el complejo alas-quilla para poder acceder
a las recompensas florales, y asi polinizar la flor.
Esto se conoce como mecanismo de polinizacion y
se sabe que es accionado principalmente por abejas
(Arroyo, 1981; Westerkamp, 1997; Etcheverry et
al., 2008; Galloni et al., 2008; Figueroa Fleming
& Etcheverry, 2017). En adicion, la mayoria de las
Fabaceae, sobre todo las especies de la subfamilia
Papilionoideae (aprox. 80%) son autocompatibles,
por lo que muchas especies de este grupo pueden
desarrollar frutos y semillas por autopolinizacion
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(Arroyo, 1981). Por otra parte, la autopolinizacion
en las mismas puede ser evitada por la presencia
de una autoincompatibilidad fisiolégica, por
dicogamia o por barreras mecanicas presentes en
las flores (Arroyo, 1981; Yeo, 1993; Suzuki, 2003;
Galloni et al., 2007).

En las Papilionoideae el androceo es pentamero
con 9-10 estambres que se ubican en dos verticilos
que alternan entre si (Polhill ef al., 1981; LPWG,
2017). En algunos géneros se han registrado
diferencias entre los estambres de ambos verticilos
en cuanto a tamafio, forma, unién de los filamentos
y periodo de dehiscencia (Polhill ef al., 1981;
Rodriguez-Riafio et al., 1999b). Existe una
tendencia a la fusion de los filamentos del androceo,
formando un tubo de diez estambres (androceo
monadelfo), o bien los nueve estambres se fusionan
dejando el décimo libre (androceo diadelfo; Arroyo,
1981; Rodriguez-Riafio et al., 1999b; Tucker,
2003). También se ha descrito la pseudomonadelfia,
en este caso el androceo es diadelfo y al final del
desarrollo el filamento del estambre libre se une
a los adyacentes generalmente a través de una
fusion superficial de sus margenes, y deja o no un
par de orificios o ventanas (fenestras) en la base
(Tucker, 1987, 1989, 2003; Rodriguez-Riafio et
al., 1999b). Generalmente, el tipo de androceo
esta relacionado con la presencia o ausencia
de nectarios intraestaminales, asi las especies
nectariferas presentan un androceo diadelfo o
pseudomonadelfo con fenestras basales (Tucker,
1987; Lopez et al., 1999; Rodriguez-Riafio et al.,
1999b; Agostini & Sazima, 2006). Mientras que
el androceo monadelfo y pseudomonadelfo sin
fenestras basales, esta presente en especies cuyas
flores carecen de nectarios (Rodriguez-Riafio et al.,
1999b).

El gineceo es sipero y unicarpelar excepto en la
tribu Swartzieae, que presenta flores con gineceo
pluricarpelar (Polhill et al., 1981; Rodriguez-
Riafio et al., 1999a; Tucker, 2003), variando en
forma, tamafio y otras caracteristicas. El ovario
puede ser recto o curvado, articulado o no, glabro
o pubescente, sésil o con un corto estipe en la
base (Lopez et al., 1999; Rodriguez-Riafio et al.,
1999a). La forma del estilo varia en un amplio
rango desde lineal, lineal-curvado en el apice o en
la base, enrollado o con rotacion. La presencia de
diversos indumentos en el estilo y estigma es un
caracter comun entre las especies de Papilionoideae
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(Tucker, 2003), asi el estilo puede ser glabro o con
tricomas. Cuando los tricomas estan dispuestos
hacia la porcion distal, y son uniformes con
respecto a la forma, orientaciéon y densidad, se
considera que el gineceo presenta un cepillo
estilar (Lavin & Delgado, 1990). Este puede tener
diferentes posiciones: dorsal o extrorso, ventral
o introrso, y en algunos casos esta dispuesto en
ambas superficies. El estigma de la mayoria de las
Papilionoideae se caracteriza por presentar papilas
pequeiias a medianas, con o sin membrana cuticular.
Frecuentemente estd rodeado de tricomas cortos
(estigma ciliado) o largos (estigma penicilado;
Lavin & Delgado, 1990). La forma del estilo y
del estigma y la presencia del cepillo estilar han
sido utilizados como caracteres de importancia
filogenética en las Papilionoideae (Polhill et al.,
1981; Lavin & Delgado, 1990; Rodriguez-Riafio et
al., 1999a).

Los caracteres descritos anteriormente, como
la forma de las anteras, del estilo y el estigma y la
presencia de indumentos sobre los mismos han sido
relacionados con los mecanismos de polinizacion.
Algunos autores vinculan los mecanismos de
polinizacion de las Papilionoideae con una mayor
eficiencia en la transmision de polen desde la planta
a los polinizadores y de estos al estigma de la flor
(Arroyo, 1981; Rodriguez-Riafio et al., 1999a).
Otros proponen que constituyen caracteristicas
funcionales o barreras mecanicas para evitar la
autopolinizacion (Galloni et al., 2008; Aronne
et al., 2012). Por ejemplo, la presencia de una
membrana estigmatica permite que el polen se
adhiera y se hidrate para poder germinar una vez
que ésta se desprende cuando el estigma esta
receptivo en la antesis y/o se rompe por friccion
durante la visita de los polinizadores (Heslop-
Harrison & Heslop-Harrison, 1985; Yeo, 1993;
Drewes & Hoc, 2000; Faigon Soverna ef al., 2003;
Etcheverry et al., 2003; Drewes, 2005; Basso Alves
et al., 2011; Aleman et al., 2014). También se ha
sugerido que el estigma ciliado y penicilado actiian
como barreras fisicas para la autopolinizacion
(Hoc & Amela Garcia, 1999; Lavin & Delgado,
1999; Galloni ef al., 2007; Bystricky et al., 2010;
Drewes & Gamba, 2011; Basso Alves ef al., 2011,
Aleman et al., 2014), mientras que el cepillo estilar
estaria involucrado en la presentacion secundaria de
polen (Lavin & Delgado, 1990) y en el mecanismo
de polinizacidon citado en algunos géneros de

Phaseolus, Macroptilium y Cochliasanthus (Hoc
et al., 1993, 2003; Hoc & Amela Garcia, 1999;
Etcheverry et al., 1999, 2008, 2012). A su vez, la
autopolinizacion en las mismas puede ser evitada
por autoincompatibilidad, por dicogamia o por
barreras mecéanicas cominmente asociadas a la
actividad de forrajeo de los polinizadores (Arroyo,
1981; Yeo, 1993; Suzuki, 2003; Galloni et al.,
2007). En el caso de Cochliasanthus caracalla
(Etcheverry et al., 2008) se encontré6 que la
autogamia era menor en aquellas poblaciones
con separacion marcada de ambos ciclos, mayor
longitud de tricomas peri-estigmaticos y estilares,
mientras que en otras poblaciones donde estas
variables mostraron valores reducidos, la autogamia
resultaba mas exitosa.

En este contexto, el presente trabajo busca
ampliar el conocimiento existente sobre la
morfologia floral de las Papilionoideae analizando
el androceo y gineceo de especies que atin no fueron
estudiadas con tanto detalle. Para ello se analizaron
17 especies pertenecientes a nueve géneros de
Papilionoideae nativas del valle de Lerma (Salta),
desde el punto de vista morfologico y funcional,
a fin de generar informacion de base que permita
entender algunos aspectos de los mecanismos de
polinizacion y el modo de reproduccion de estas
especies. El presente trabajo complementa estudios
previos de morfologia floral en este mismo grupo de
especies (Aleman et al., 2017).

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y especies estudiadas

El estudio se realiz6 en el noroeste del Valle de
Lerma, Provincia de Salta, Argentina (24°34°53"-
25°31°38” S y 65°22°307-65°39°70” O). La
vegetacion corresponde a la transicion entre el
bosque Iluvioso de las Yungas y el bosque seco
del Chaco (Cabrera, 1976). Existe una fuerte
estacionalidad en el area, con lluvias concentradas
entre noviembre y mayo. La precipitacion media
anual es de 662.58 mm (Bianchi & Yaiez, 1992)
y la temperatura media anual es de 17.55 ° C
(Bianchi, 1996).

Las especies estudiadas pertenecen a cinco tribus
de la subfamilia de Papilionoideae: Crotalarieae
(APG, 2019): Crotalaria chaco-serranensis H.
Bach & Fortunato, C. pumila Ortega, C. stipularia
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Desv.; Dalbergieae: Zornia contorta Mohlenbr.;
Desmodieae: Desmodium incanum DC., D.
pachyrrhizum Vogel, D. subsericeum Malme, D.
uncinatum (Jacq.) DC.; Indigofereae: Indigofera
parodiana Burkart, 1. suffruticosa Mill.; Phaseoleae:
Cologania broussonetii (Balb.) DC., Galactia
latisiliqua Desv., Macroptilium erythroloma (Mart.
ex Benth.) Urb., M. gibbosifolium (Ortega) A.
Delgado, Phaseolus vulgaris L. var. aborigineus
(Burkart) Baudet, Rhynchosia edulis Griseb., R.
minima (L.) DC. Los ejemplares herborizados
que documentan el presente estudio se encuentran
depositados en el Herbario MCNS (Museo de
Ciencias Naturales Salta).

Caracteristicas cualitativas de androceo y gineceo

Para cada especie, 10 flores en antesis
provenientes de 10 individuos diferentes fueron
colectadas y conservadas frescas en un recipiente
hermético hasta su analisis en el laboratorio dentro
del mismo dia. Las mismas fueron observadas
en lupa a fin de determinar: concrescencia de
filamentos, forma de anteras del verticilo interno
y externo, insercion de anteras en los filamentos
de ambos verticilos, forma de estilo. Se utilizo
una flor de cada especie para hacer dibujos con
camara clara. Para estudiar las caracteristicas
micromorfologicas (presencia de cepillo estilar,
de tricomas periestigmaticos, tipo de estigma,
presencia y aspecto de la membrana estigmatica) se
recogieron otras 10 flores en antesis y 10 botones
florales (de 10 individuos diferentes) de cada
especie, y se fijaron en solucion de glutaraldehido
al 2,5%. Las flores y botones florales fijados fueron
deshidratados con una serie creciente de alcoholes,
secados por punto critico con CO,, posteriormente
bafiados con oro (D’Ambrogio de Argiieso, 1986)
y finalmente se tomaron microfotografias en un
Microscopio Electronico de Barrido (MEB) JEOL-
JSM 5480 LV. En todos los casos se consideré como
posicion ventral o introrsa aquella que se orienta
hacia el estandarte o vexilo y dorsal o extrorsa a
aquella que se orienta hacia la quilla.

Caracteristicas cuantitativas de androceo y gineceo

Las medidas se realizaron con calibre digital,
ayudado por un microscopio estereoscopico, en
10 flores frescas en antesis (de 10 individuos
diferentes) de cada especie. Las variables medidas
fueron: longitud del tubo estaminal, ancho del
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tubo estaminal, longitud de los estambres de cada
verticilo, distancia entre el estambre mas largo
y mas corto, longitud del gineceo y longitud del
estilo. La longitud de los tricomas del cepillo
estilar y los tricomas periestigmaticos se midieron
en microscopio estereoscopico con un software de
procesamiento de imagenes (Motic Image Plus 1.2).

Caracteristicas asociadas al mecanismo de
polinizacion y sistema reproductivo

La receptividad estigmatica se determind en
otros 10 botones florales y 10 flores en antesis (de
10 individuos diferentes) de cada especie mediante
la técnica del peroxido de hidrogeno (Kearns &
Inouye, 1993). La dehiscencia de las anteras fue
registrada mediante observaciones a campo en
25 botones florales y 25 flores recién abiertas de
al menos 10 individuos diferentes con la ayuda
de una lupa de mano (Dafni, 1992). En el caso
de las especies del género Crotalaria se realizd
una observacion adicional en otras 25 flores el
dia siguiente a la apertura floral. La manipulacion
de las flores se realizd cuidadosamente evitando
alterar la disposicion de las piezas. Se considerd
como homoégamas a aquellas cuya receptividad
estigmatica coincidié con la dehiscencia de las
anteras y dicogamas a aquellas en las que no era
coincidente (Lloyd & Webb, 1986). En todas las
observaciones se registro, ademas, si la presentacion
de los granos de polen para los polinizadores era
primaria (los granos de polen estan disponibles en
las anteras) o secundaria (disponibles en otras partes
de la flor; Yeo, 1993).

Para cada especie se realizaron observaciones
focales de 30 minutos, dos veces al dia a la
mafana y a la tarde, desde el inicio hasta el final
de la antesis. En cada observacion se registrd si
el visitante tomaba contacto o no con los ciclos
reproductivos de la flor. Se consider6 como
polinizadores a aquellos visitantes capaces de activar
el mecanismo de polinizacion y tomar contacto con
los ciclos reproductivos de la flor. Ademas, en
cada observacion se registrd qué parte de los ciclos
reproductivos tomaba contacto con el cuerpo del
polinizador (anteras, estigma, cepillo estilar) y en
qué parte del cuerpo se depositaban los granos de
polen (esternotribo: parte ventral del polinizador;
nototribo: parte dorsal; pleurotribo: parte lateral). La
identidad de los polinizadores no se informa en este
trabajo. Sin embargo, todos los taxones registrados
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como polinizadores para este grupo de especies son
Himenopteros (Figueroa Fleming, 2014).

Para determinar si la membrana estigmatica
tiene ruptura espontanea o no, se marcaron 10
botones florales (de 10 individuos diferentes) de
cada especie y se cubrieron con bolsas de voile para
evitar los polinizadores. El dia posterior a la antesis
fueron colectadas, diseccionadas y analizadas a
nivel del estigma a través del MEB, siguiendo la
metodologia descrita anteriormente.

Para definir la existencia de una separacion
espacial entre las anteras y el estigma (hercogamia)
se colectaron 30 flores en estadio de boton floral y
30 flores recién abiertas de cada especie tomadas
al azar de al menos 10 individuos diferentes, que
luego se diseccionaron bajo lupa y se midio la
distancia anteras-estigma con calibre digital.

Analisis estadisticos

A fin de comparar las medias de la longitud de
los tipos de tricomas estilares se realizé una prueba
¢t de Student. Para evaluar si la distancia antera-
estigma aumenta o disminuye entre el estadio de
boton floral y flor abierta en una misma especie, se
realizé una prueba ¢ de Student. Los datos fueron
analizados con el programa INFOSTAT (2016).

REsuLTADOS

Caracteristicas cualitativas y cuantitativas de
androceo y gineceo

Las caracteristicas cualitativas estudiadas del
androceo y gineceo, se resumen en la Tabla 1 y
las caracteristicas cuantitativas se resumen en
la Tabla 2. Todas las flores presentan el modelo
tipico de Papilionoideae con androceo y gineceo
encerrados por la quilla (Fig. 1). En todas las
especies el androceo presenta nueve estambres
fusionados y un estambre vexilar (diadelfo y
pseudomonadelfo) con la excepcion de Zornia
contorta (monadelfo). Solo las especies de los
géneros Crotalaria, Macroptilium y Phaseolus
presentan tricomas estilares. Todas las especies
presentan tricomas periestigmaticos formando un
anillo completo, excepto M. erythroloma que los
presenta solo en posicion dorsal. Ademas, todas
las especies presentan membrana estigmatica,
excepto las especies del género Crotalaria. A
continuacion, se realiza una descripcion detallada

de las caracteristicas cualitativas del androceo (Fig.
2) y gineceo (Figs. 3-5) de las especies estudiadas:

Cologania broussonetii: El androceo esta
compuesto por nueve estambres fusionados desde
la base hasta el 90% de su longitud, excepto el
estambre vexilar (Fig. 2A). El ovario es pubescente,
el estilo se observd recto la mayor parte, con una
curvatura en la base (Fig. 3A) y es glabro (Fig.
4A). El estigma es de forma discoidal de posicion
apical rodeado de tricomas largos formando un
anillo completo, con una membrana estigmatica de
superficie lisa (aspecto de velo; Fig. 5A).

Crotalaria chaco-serranensis, C. pumila, C.
stipularia: En las tres especies estudiadas los
filamentos de los nueve estambres estan fusionados
el 60% de su longitud y el estambre vexilar se
encuentra unido por los bordes al resto de los
estambres, formando un tubo estaminal. En la base
del tubo se observé una curvatura que constituia
la abertura para acceder al nectario (Fig. 2B).
El ovario es pubescente con tricomas largos. El
estilo es largo y delgado, en la base presenta una
curvatura muy marcada hacia la parte ventral,
formando un angulo aproximado de 90°- 95° con
respecto al ovario (estilo geniculado; Fig. 3B). Las
tres especies presentan tricomas estilares dispuestos
en varias hileras o filas, en C. chaco-serranensis y
C. pumila estos son introrsos (Fig. 4B-C), mientras
que en C. stipularia el cepillo estilar describe un
giro (levogiro) laxo de tal manera que se observaron
algunos tricomas en la parte dorsal (Fig. 4D). El
estigma es globoso de posicion introrso en C. chaco-
serranensis y C. stipularia (Fig. 5B) mientras que
en C. pumila es apical o terminal (Fig. 5D). Las
tres especies presentan tricomas periestigmaticos
formando un anillo completo cuya longitud varia
de acuerdo a la posicion de los mismos (Fig. 5D).
Se encontraron diferencias significativas entre la
longitud de los tricomas periestigmaticos introrsos
y extrorsos en todas las especies (C. stipularia: T =
5.89, P=0.0001; C. chaco-serranensis: T=2.75, P
=0.02; C. pumila: T =2.13, P=0.05). En todas las
especies la superficie estigmatica estaba compuesta
por papilas epidérmicas, no se observé membrana
estigmatica (Fig. 5C).

Desmodium incanum, D. pachyrrhizum, D.
subsericeum, D. uncinatum: En las cuatro especies
estudiadas los filamentos de los nueve estambres
estan fusionados un 70% de su longitud. El
estambre vexilar se encuentra unido por los bordes
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Fig. 1. Vista esquematica de una flor tipica de
Papilionoideae mostrando la ubicacién de las
piezas florales. La ilustracion corresponde a
Crotralaria chaco-serranensis. Colores= verde:
caliz, amarillo: vexilo, naranja: ala, rosa: quilla, rojo:
androceo, azul: gineceo.

al resto de los estambres solo en la base, formando
un tubo estaminal, excepto en D. uncinatum donde
esa union se observo en un 70% de su longitud. En
todos los casos la union entre el estambre vexilar
y el resto de los estambres es superficial (Fig.
2C). El ovario es pubescente. El estilo es corto y
glabro (Fig 4E), curvado hacia el estandarte en la
porcion basal y levemente engrosado en esa zona,
y recto en la porcion apical (Fig. 3C). El estigma es
discoidal de posicion apical, rodeado de tricomas
cortos formando un anillo periestigmatico completo.
El estigma de las cuatro especies presenta una
membrana de superficie rugosa (aspecto de costra;
Fig. S5E).

Galactia latisiliqua: Presenta los filamentos de
los nueve estambres fusionados el 90%, mientras
que el estambre vexilar se encuentra libre (Fig.
2D). El ovario es pubescente con tricomas cortos, el
estilo largo y delgado curvado levemente (Fig. 3D),
glabro (Fig. 4F). El estigma es conico de posicion
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apical, rodeado de tricomas largos formando un
anillo periestigmatico completo, con membrana
estigmatica de superficie lisa (aspecto de velo; Fig.
5F).

Indigofera parodiana, I. suffruticosa: Ambas
especies presentan los filamentos de los nueve
estambres fusionados un 60% de su longitud,
formando un tubo, mientras que el estambre
vexilar se encuentra libre (Fig. 2E). El ovario es
pubescente. El estilo es corto y robusto, levemente
curvado hacia el estandarte en la porcion apical
(Fig. 3E), glabro (Fig. 4G). El estigma es discoidal
de posicion apical y rodeado de tricomas cortos
formando un anillo periestigmatico completo.
En ambas especies se observo la presencia de
una membrana estigmatica de superficie rugosa
(aspecto de costra; Fig. 5G).

Macroptilium erythroloma, M. gibbosifolium:
Ambas especies presentan los filamentos de los
estambres fusionados desde la base hasta un 60 %
formando el tubo estaminal, mientras que el estambre
vexilar se encuentra libre (Fig. 2F). El ovario es
pubescente. El estilo es largo y delgado con una
leve torsion sobre su propio eje hacia la izquierda
en la porcion apical. Ademas, se observd que es
aplanado dorsiventralmente en esta zona (Fig. 3F).
En la parte distal presenta un cepillo estilar ventral
o introrso que acompafia el levogiro, debajo de esta
zona presenta una region engrosada del estilo (Fig.
4H). El estigma en M. gibbosifolium es terminal,
subgloboso, de posicion lateral, con tricomas
periestigmaticos formando un anillo completo (Fig.
S5H). El estigma de M. erythroloma es subterminal,
subgloboso, semicircular en la mitad inferior y
triangular en la mitad superior (Fig. 51), ubicado en
posicion ventral, con tricomas periestigmaticos solo
en posicion ventral. En ambas especies se observo
la presencia de membrana estigmatica de superficie
lisa (aspecto de velo; Fig. 5I).

Phaseolus vulgaris var. aborigineus: Presenta los
filamentos de los estambres fusionados desde la base
hasta un 60% de su longitud, y el estambre vexilar se
encuentra libre (Fig. 2G). El ovario es pubescente.
El estilo es cilindrico, alargado y robusto, doblado
superiormente sobre si mismo describiendo una
espiral completa, con un leve aplanamiento en el
sector terminal donde comienza el estigma (Fig.
3@G). Presenta un cepillo estilar en la parte apical y
en posicion ventral, que describe un giro levogiro
(Fig. 41). El estigma es subterminal, subgloboso, de
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Fig. 2. Tipos de Androceo: A: Cologania broussonetii, B: Crotalaria chaco-serranensis, C: Desmodium
subsericeum, D: Galactia latisiliqua, E: Indigofera suffruticosa, F: Macroptilium gibbosifolium, G: Phaseolus
vulgaris var. aborigineus, H: Rhynchosia edulis, |: Zornia contorta. La flecha indica el acceso al nectario.
Escalas:A,B,C,F,.G=12mm,D=16mm,H=25mm, | =2 mm, E=3.2 mm.
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Fig. 3. Tipos de Gineceo: A: Cologania broussonetii. B: Crotalaria chaco-serranensis. C: Desmodium
subsericeum. D: Galactia latisiliqua. E: Indigofera suffruticosa. F: Macroptilium gibbosifolium. G: Phaseolus
vulgaris var. aborigineus. H: Rhynchosia edulis. I: Zornia contorta. Escalas: A, B, C, F, G =1.2 mm, D =1.6
mm, H=2.5mm, =2 mm, E = 3.2 mm.

posicion lateral, rodeado de tricomas dispuestos en (T = -3.64, P = 0.004). Se observod la presencia de
varias filas. Se registraron diferencias significativas ~ membrana estigmatica de superficie lisa (aspecto de
en la longitud de los tricomas introrsos y extrorsos  velo; Fig. 5J).
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Fig. 4. Vista al MEB de los estilos. A: Cologania broussonetii. B: Crotalaria chaco-serranensis. C: C.
pumila. D: C. stipularia. E: Desmodium subsericeum. F: Galactia latisiliqua. G: Indigofera suffruticosa. H:
Macroptilium gibbosifolium. I: Phaseolus vulgaris var. aborigineus. J: Zornia contorta.
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Rhynchosia edulis, R. minima: En las dos
especies los filamentos de los nueve estambres estan
fusionados desde la base hasta mas de la mitad de
su longitud, mientras que el estambre vexilar se
encuentra libre (Fig. 2H). El estilo es largo, linear,
curvado hacia el estandarte en la porcion apical y
glabro (Fig. 3H). El estigma es globoso, rodeado de
tricomas largos formando un anillo periestigmatico
completo. En las dos especies estudiadas se observo
la presencia de una membrana estigmatica de
supertficie lisa (aspecto de velo; Fig.5K).

Zornia contorta: Los filamentos de los 10
estambres se hallan fusionados desde la base hasta
un 60% de su longitud (Fig. 2I). El estilo glabro (Fig.
4]), largo y delgado, en la base presenta una curvatura
muy marcada hacia la parte ventral, formando un
angulo aproximado de 135°-140° con respecto al
ovario, y se encuentra engrosado en la zona donde se
halla la curvatura (Fig. 31). El estigma es discoidal de
posicion apical con tricomas periestigmaticos cortos.
Se observo la presencia de membrana estigmatica
delgada de superficie lisa (aspecto de velo; Fig. 5L).

Caracteristicas asociadas al mecanismo de
polinizacion y sistema reproductivo

En C. broussonetii, G. latisiliqua, R. edulis y R.
minima, se observo que la receptividad estigmatica
y la dehiscencia de las anteras ocurre en el estadio
de boton floral (i.e. homégamas) y el polen tiene
presentacion primaria. Durante la activacion del
mecanismo las anteras y el estigma toman contacto
con el cuerpo del polinizador y el polen se deposita
en forma esternotriba. En estas especies se observo
que la membrana estigmatica se rasga y desprende
espontaneamente al final de la antesis en aquellas
flores que no recibieron visitas de los polinizadores,
a modo de ejemplo se presenta a R. edulis (Fig.
SM-N). Estas cuatro especies presentan hercogamia
en estadio de boton floral y de flor abierta. Sélo
R. minima presentd diferencias significativas en la
distancia anteras-estigma entre el estadio de boton
floral y flor abierta (T = 2.64; P=0.014).

En las especies de Desmodium ¢ Indigofera,
se observo que la receptividad estigmatica y la
dehiscencia de las anteras ocurre en el estadio de
botén floral (i.e. homogamas). Se observd que
algunas de las anteras (tres a cinco) estan dehiscentes
en estadio de boton floral, mientras que el resto
estan dehiscentes luego de la apertura floral. Los
granos de polen se encuentran disponibles en las
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anteras, en el estilo, estigma y parte interna de
los pétalos de la quilla (presentacion primaria y
secundaria). Durante la activacion del mecanismo
las anteras y el estigma toman contacto con el
cuerpo del polinizador y el polen se deposita en
forma esternotriba. En estas especies se registro
que la membrana estigmatica permanecié intacta
hasta su senescencia. Sin embargo, en D. incanum
e 1. parodiana se pudo observar una ruptura en los
bordes de la membrana (Fig. 50-P). Estas cinco
especies presentan hercogamia en estadio de boton
floral y de flor abierta. Se encontraron diferencias
significativas en la distancia antera-estigma entre
el estadio de boton floral y de flor abierta en D.
pachyrrhizum (T =6.85; P <0.0001), D. subsericeum
(T=4.98; P=0.0001) e I. parodiana (T =2.15; P =
0.042).

En las especies de Macroptilium y en P. vulgaris
var. aborigineus se observd que la receptividad
estigmatica y la dehiscencia de las anteras ocurre en
el estadio de boton floral (i.e. homogamas). El polen
se encuentra disponible en el cepillo estilar previo
a la antesis (i.e. presentacion secundaria). Durante
la activacion del mecanismo el estilo y el estigma
toman contacto con el cuerpo del polinizador
y el polen se deposita en forma pleurotriba. Se
observo que la membrana estigmatica se desprende
espontaneamente al final de la antesis en aquellas
flores que no recibieron visitas de los polinizadores.
Estas tres especies presentan hercogamia en estadio
de boton floral y de flor abierta. No se encontraron
diferencias significativas en la distancia antera-
estigma entre ambos estadios.

En C. chaco-serranensis, C. pumila y C.
stipularia se registré que la receptividad estigmatica
ocurre al dia siguiente de la apertura floral, mientras
que en Z. contorta se produce al momento de
la apertura floral. En todas estas especies se
observo que la dehiscencia de las anteras de los
diferentes verticilos ocurre en momentos diferentes.
La dehiscencia de las anteras del verticilo externo
(oblongas) ocurre durante el estadio de boton floral
y la dehiscencia de las anteras del verticilo interno
(orbiculares) durante la apertura flora. El polen se
encuentra disponible en un espacio en el interior
de la quilla ubicado en la zona apical de la misma
y en el caso de las especies de Crotalaria, también
en el cepillo estilar (presentacion secundaria).
Durante la activacion del mecanismo el estigma
toma contacto con el cuerpo del polinizador y el
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Fig. 5. Vista al MEB de los estigmas. A: Cologania broussonetii. B: Crotalaria chaco-serranensis. C:
Detalle de B (estigma sin membrana, se observan las papilas estigmaticas). D: C. pumila. E: Desmodium
subsericeum. F: Galactia latisiliqua. G: Indigofera suffruticosa. H: Macroptilium gibbosifolium. 1. M.
erythroloma. J: Phaseolus vulgaris var. aborigineus. K: Rynchosia edulis. L: Zornia contorta. M: R. edulis
(en flor sin visitar). N: detalle de M (se observa la membrana desprendida espontaneamente). O: D. incanum
(en flor sin visitar). P: detalle de O (se observa una fisura de la membrana). Los recuadros indican la zona
ampliada.
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polen se deposita en forma esternotriba. Estas
cuatro especies presentan hercogamia en estadio
de boton floral y de flor abierta. Al comparar la
distancia antera-estigma entre el estadio de boton
floral y de flor abierta, se encontraron diferencias
significativas en C. chaco-serranensis (T = -2.93;
P=0.0078) y C. stipularia (T = -3.04; P = 0.006).

DiscusioN

En este trabajo se estudid detalladamente la
morfologia del androceo y el gineceo de 17 especies
de Papilionoideae nativas del Valle de Lerma (Salta)
y su relacion con los mecanismos de polinizacion
y el sistema reproductivo. Las especies estudiadas
presentan los estambres fusionados formando un
tubo o columna estaminal. Algunos autores han
propuesto que esta fusion limitaria el rango de
polinizadores que pueden acceder a las recompensas
florales (Polhill ef al., 1981; Westerkamp, 1997).
Esta caracteristica floral, al igual otras como las
fusiones y esculturaciones de la corola constituirian
evidencias de la especializacion fenotipica (sensu
Ollerton et al., 2007) de las Papilionoideae a
la polinizaciéon por Hymenoptera (Arroyo,
1981; Aleman et al., 2017; Figueroa Fleming &
Etcheverry, 2017). Otros autores proponen que esta
caracteristica estaria mas asociada a mecanismos
de polinizacion especificos segin lo demostrado en
algunas especies del género Desmodium (Tucker,
2003; Aleman et al., 2014).

La mayoria de las especies estudiadas presentan
androceo diadelfo o pseudomonadelfo con fenestras
basales. Se ha sugerido que este tipo de androceo
estaria presente en aquellas especies que ofrecen
néctar como recompensa (Rodriguez-Riafo et
al., 1999b), lo cual se condice con la presencia de
nectarios intraestaminales en las especies analizadas
en el presente trabajo (Etcheverry et al., 2012).
Por el contrario, aquellas que presentan androceo
monadelfo y pseudomonadelfo sin fenestras basales
no evidencian produccién de néctar, como Z.
contorta 'y las especies del género Desmodium
(Etcheverry ef al., 2012; Aleman et al., 2014). Sin
embargo, se ha registrado al menos un caso de una
especie con androceo monadelfo que produce néctar
a través de un nectario extraestaminal (Retama
sphaerocarpa; Lopez et al., 1999).

En todas las especies estudiadas se diferencian
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dos verticilos de estambres, externo e interno, con
anteras isomorfas de forma predominantemente
orbicular o suborbicular. Solo las especies del
género Crotalaria y Z. contorta presentaron anteras
dimorfas. Algunos autores proponen que las especies
con anteras dimorfas presentan una separacion en la
funcion de ambos verticilos. De tal manera que el
polen de las anteras del verticilo externo tendria
funcién alimenticia, mientras que las del verticilo
interno tendrian una funcion en el mecanismo de
polinizacién. Estas actuarian empujando hacia
afuera el polen de las anteras del verticilo externo
depositado en el extremo apical de la quilla (Paulino
et al., 2016). Por otro lado, se observd que las
anteras tienen una insercion de tipo basifija en la
mayoria de las especies estudiadas en el presente
trabajo. Solo las especies de los géneros Crotalaria
y Z. contorta mostraron insercion de tipo dorsifija
en el verticilo interno de estambres. En relacion
a esto, Rodriguez-Riafio et al. (1999a) proponen
que las anteras del verticilo interno con insercion
dorsifija presentarian una mayor versatilidad en
su movimiento, favoreciendo el empuje del polen.
En este sentido, serian necesarios futuros estudios
que determinen la funcion de cada verticilo en el
mecanismo de polinizacion y sus implicancias en
el sistema reproductivo de las especies con anteras
dimorfas.

La forma del estilo fue muy variada entre los
diferentes géneros, siendo la forma linear curvada
desde la base la mas frecuente, seguida de las formas
linear angular y linear curvada desde el apice.
Esta caracteristica podria estar relacionada con el
mecanismo de polinizaciéon (Rodriguez-Riafio et
al., 1999a), ya que en algunas especies el estilo se
expone junto con la columna de androceo en cada
visita del polinizador, o, en el caso de Desmodium,
colaboraria en desencadenar el mecanismo (Aleman
et.al.,2014).

Todas las especies estudiadas presentan tricomas
rodeando la superficie estigmatica. De acuerdo a
algunos autores, esta caracteristica evitaria que el
polen propio se deposite sobre el estigma durante
las primeras etapas de la antesis (Arceo & Gomez,
2009; Drewes & Gamba, 2011; Aleman et al.,
2014). En P. vulgaris var. aborigineus y en las
tres especies de Crotalaria se registraron dos
tipos de tricomas segiin su posicion: introrsos y
extrorsos, los cuales presentaron diferente longitud.
En las tres especies de Crotalaria, los tricomas
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mas cortos se ubicaron en posicion ventral hacia el
estambre vexilar. En P. vulgaris var. aborigineus
los tricomas periestigmaticos ventrales serian mas
largos para impedir el acceso del polen autdgamo
proveniente de los estambres cercanos al estigma
en estadio de botdn floral, caracteristico de las
especies asimétricas como sucede en C. caracalla
(Etcheverry et al., 2008).

El cepillo estilar registrado en M. erythroloma,
M. gibbosifolium y P. vulgaris var. aborigineus
constituiria una caracteristica relacionada
directamente con la presentacion secundaria de polen
y con el mecanismo de polinizacion (Etcheverry et
al., 2012). Su funcion seria la de arrastrar los granos
de polen hacia el exterior de la quilla para su posterior
contacto con el cuerpo del polinizador. Similares
observaciones fueron realizadas en especies de
Ancistrotropis, Cochliasanthus, Condylostylis,
Leptospron, Phaseolus y Vigna (Hoc & Amela
Garcia, 1998, 1999; Etcheverry ef al., 2008; Drewes
& Gamba, 2011). En las especies de Crotalaria la
presencia del cepillo estilar estd relacionada con
la presentacion secundaria de polen, y podria estar
relacionada con el mecanismo de polinizacion. Esto
ultimo requiere estudios mas profundos en esas
especies que relacionen la biologia floral con el
comportamiento de los polinizadores.

En la mayoria de las especies que hemos
estudiado, se observo la presencia de una membrana
que cubre la superficie estigmatica, excepto en
las del género Crotalaria. En I. sufructicosa, D.
subsericeum, D. uncinatum y D. pachyrrhizum,
la membrana permanecio intacta hasta el final del
ciclo en las flores que no recibieron visitas. Esto
sugeriria que la misma solo puede romperse al
recibir la visita de un polinizador y constituiria
una estrategia para evitar la autopolinizacion,
impidiendo que los granos de polen autdgamo se
adhieran al estigma y germinen (Galloni et al.,
2007; Costa et al., 2014). Sin embargo, esto no se
aplicaria para todas las especies con membrana
estigmatica rugosa, ya que tanto en D. incanum e
1. parodiana al igual que en aquellas especies con
membrana lisa se observo la ruptura espontanea
de la misma al final del ciclo floral, en ausencia de
visitas, permitiendo el depoésito de granos de polen
autdgamo. Esto también fue descrito en al menos
otras 12 especies de Papilionoideac con membrana
(Lord & Heslop-Harrison, 1984; Heenan, 1998;
Etcheverry et al., 2008; Aronne et al., 2012; Costa

et al.,2014). La ruptura espontanea de la membrana
podria estar relacionada con una disminucion en el
grosor de la misma durante la antesis, o la presencia
de microcanales transversales que permitirian la
secrecion de sustancias favoreciendo la adhesion
del grano de polen sobre la superficie estigmatica
(Basso Alves et al., 2011). Segin Costa et al. (2014),
en algunas especies la acumulacion de exudados
por debajo de la cuticula permite la ruptura y la
germinacion subsecuente de los granos de polen
compatibles. En relacion a esto, consideramos que
serian necesarios estudios mas profundos sobre las
caracteristicas del estigma a fin de determinar las
causas que producirian la ruptura espontanea de la
membrana estigmatica en estas especies.

En las tres especies de Macroptilium, se observo
en la parte distal del estilo un aplanamiento
dorsiventral coincidente con la torsion del estilo
hacia la izquierda, esta zona es llamada éntasis por
Shivanna & Owens (1989), y seria una caracteristica
comun en seis tribus de Papilionoideae, incluyendo
Phaseoleae (Lavin & Delgado, 1990). Este
aplanamiento lateral o dorsiventral en la parte
superior del estilo podria proporcionar refuerzo
fisico a la columna estaminal en el punto de flexion
del pistilo y del androceo (Owens & Stirton, 1989).
Esta observacion fue confirmada también en C.
caracalla (Etcheverry et al., 2008). Acompanando
este aplanamiento dorsiventral en M. erythroloma
y M. gibbosifolium, se produce una torsion del
estilo sobre su mismo eje acompanando la forma
de la quilla, lo cual permite depositar el polen en el
cuerpo de los polinizadores de forma pleurotriba,
una forma de deposicion poco frecuente en las
especies simpatricas que coflorecen (Obs. pers.).
Esta variacion en la ubicacion del polen en el cuerpo
del polinizador, permitiria minimizar la deposicion
de polen heteroespecifico en el estigma (Huang ef
al., 2015).

En todas las especies estudiadas se registrd
separacion espacial entre las anteras y el estigma
(hercogamia), y en la mayoria el estigma se
ubica por encima de las anteras, excepto en G.
latisiliqua. De esta manera, cuando se acciona el
mecanismo de polinizacion, el primero en entrar
en contacto con el cuerpo del polinizador seria
el estigma (Barrett et al., 2000). Ademas, esta
caracteristica impediria la deposicion de polen
propio favoreciendo la polinizacion cruzada (Webb
& Lloyd, 1986), lo que fue confirmado en otras
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especies de Papilionoideae (Kang & Zhang, 2004;
Solomon Raju & Purnachandra-Rao, 2006). Por otro
lado, la mayoria de las especies son homogamas.
La maduracion simultanea del androceo y gineceo
en estadio de boton floral, podria suponer altos
niveles de autopolinizacion espontanea temprana.
Sin embargo, la hercogamia registrada y la presencia
de la membrana estigmatica intacta en estadio de
boton floral, constituirian estrategias para evitar
la autopolinizacion espontanea temprana. Solo
las especies del género Crotalaria y Z. contorta
son dicogamas, en las que las anteras oblongas
estan dehiscentes antes de que el estigma esté
receptivo (protandras). Ademas, se observd que
presentan hercogamia en estadio de boton floral y
de flor abierta, estas dos caracteristicas constituirian
estrategias para evitar la autopolinizacion espontanea
(Galloni et al., 2007).

A pesar de todas las estrategias encontradas
en las especies estudiadas en este trabajo, como
la dicogamia, hercogamia, presencia de tricomas
periestigmaticos y membrana estigmatica, se
registraron en muchas de ellas distintos niveles de
autopolinizacion espontanea (Aleman, 2014). Esto
podria explicarse por dos estrategias: la reduccion
de la hercogamia hacia el final del ciclo floral y/o la
ruptura espontanea de la membrana estigmatica en
algunas especies. Estas dos estrategias favorecerian
la autopolinizacion en ambientes impredecibles, en
los que la disponibilidad de polinizadores podria
verse reducida (Aleman, 2014).

El presente trabajo aporta informacion detallada
sobre la morfologia y otras caracteristicas del
androceo y gineceo de algunas Papilionoideae que
podriaserutilizada paracomprender mejorlabiologia
reproductiva en esta subfamilia. Hasta el presente se
han realizado numerosos estudios sobre la biologia
reproductiva de las Papilionoideae, particularmente
sobre los mecanismos de polinizacion. Sin embargo,
gran parte de éstos se han enfocado en el analisis del
funcionamiento de las piezas de la corola. En este
contexto, seria importante estudiar si el androceo
y el gineceo constituyen o no una unidad funcional
que desempefia un papel en los mecanismos de
polinizacion. Creemos que es necesaria la realizacion
de estudios que integren datos de la biologia floral
con datos de los ensambles de polinizadores y su
comportamiento para comprender mejor la ecologia
y evolucion de un linaje de especies con una
gran diversidad de formas de vida, de morfologia
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floral, de polinizadores y una amplia distribucion
geografica como lo es la subfamilia Papilionoideae.
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