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Podopterus mexicanus Humb. & Bonpl.
Polygonaceae. “Rompe capa”. Arboles o
arbustos de 1.5-6.0 m de altura, ramas con
espina terminal, braquiblastos, hojas fascicu-
ladas, flores blancas a verdosas en fasciculos,
y frutos cubiertos por el perianto externo que
forma alas delgadas y largamente decurrentes
hacia el pedicelo. Crece en bosques tropica-
les caducifolios y bosques espinosos, sobre
suelo rocoso negro derivado de rocas igneas.
En elevaciones de 550-760 m. Florece de
abril a mayo y fructifica de junio a sep-
tiembre. Se distribuye desde México hasta
Centroamérica. En México se encuentra en
los estados de Colima, Guerrero, Oaxaca,
Puebla, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan. Se
utiliza como planta melifera y para lefia.

Podopterus mexicanus Humb.& Bonpl.
Polygonaceae. "Rompe capa”. Trees or
shrubs 1.5-6.0 m tall, branches with a
terminal spine, brachyblasts, fasciculate
leaves, white to greenish flowers in fascicles,
and fruit covered by the external perianth
that forms thin wings and longly decurrent
towards the pedicel. It grows in tropical
deciduous forests and thorny forests, on
black, rocky soil derived from igneous rocks.
At elevations of 550-760 m. Blossoms from
April to May and bears fruit from June to
September. 1t is distributed from Mexico to
Central America. In Mexico it is found in the
states of Colima, Guerrero, Oaxaca, Puebla,
Tamaulipas, Veracruzand Yucatan. It is used
as a melliferous plant and for firewood.

por/by Rafael Fernandez Nava
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. ® ESUMENE® ¢ se¢ o ssssccssescocessecs o5 yna especic endémica de México protegida

POLIB€TANICA por la NOM-059-SEMARNAT-2010 en categoria especial (Pr), por lo que el presente

estudio es una contribucion al conocimiento de su morfoanatomia, histoquimica y
germinacion de las semillas procedentes de una poblacion de Toliman, Querétaro,
localidad que se caracteriza por una alta diversidad de cactaceas. Las descripciones
e ee mecemescecot socomanes anatomicas e histoquimicas se hicieron en 20 semillas seleccionadas al azar, las que se
. procesaron usando los protocolos estandares para los estudios de microscopia
L electronica de barrido y de luz y para obtener laminillas permanentes y
500000M O OEOEODOT semipermanentes. Para el estudio de germinacion se sembraron 210 semillas en cajas
Petri en agar, distribuidas en seis réplicas y para la obtencion de peso y tamaiio 50
semillas al azar. Los resultados muestran una cubierta seminal formada por una cuticula
no estriada, con sustancias pécticas y proteicas. La exotesta ocupa 6.8% del volumen
total de la semilla, presenta paredes anticlinales lignificadas, suberizadas y con
proteinas, formando ondulaciones tipo U y con protuberancias. El endotegmen es
suberizado y una membrana embrionaria sin contenidos ergésticos envuelve al embrion.
El endospermo esta confinado a la cresta dorsal. El embrion es globoso, con los
cotiledones reducidos y el hipocotilo asume la funcion de reserva con una asociacion
“cristales globoides/cuerpos proteicos”. La region del hilo micropilar es pequefia y oval,
formada por parénquima. La germinacion inici6 el dia cinco y concluyo el dia 29, con
un tiempo medio de germinacion en el dia 8.9. El porcentaje final de germinacion fue
del 74.3%. La edad, el tamaiio de la semilla, el tipo de reservas minerales y proteicas,
los tiempos y el porcentaje de germinacion de ¢ eeeeeeeseeee sygieren un potencial
comportamiento ortodoxo o intermedio para formar bancos de semillas de suelo en un
habitat desértico.
esemecessceene: cactaceae, cresta dorsal, embridon, exotesta, cristales globoides y
cuerpos proteicos.
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® BSTRACT?®ee oo o ceseseecscssessesee i3 mexican endemic species protected by NOM-059-
SEMARNAT-2010 in the special category (Pr), thus the present study is a contribution to the
knowledge of the morpho-anatomy, histochemistry and germination of o oo o eseeccce
seceeecesee seeds from a population in Toliman, Querétaro which is characterized by a high
diversity of cacti. The anatomical and histochemical descriptions were made on 20 randomly
selected seeds, which were processed using standard protocols for scanning electron and light
microscopy studies and to obtain permanent and semi-permanent slides. For germination study
210 seeds were sown in Petri dishes on agar, using six replicas; weight and size were obtained
using 50 seeds randomly selected. The results show that the seed coat is formed by a non-
striated cuticle with pectics and proteinaceous substances. The exotesta occupies 6.8% of the
total volume of the seed, it has lignified-suberized and protein-containing anticline walls,
forming U-type undulations with protrusions. The endotegmen is suberized and an embryonic
membrane lacking ergastic contents surrounds the embryo. The endosperm is confined to a
dorsal ridge. The embryo is globose, with two cotyledonous protrusions, and the hypocotyl
assumes the reserve function with a "globoid crystals/protein bodies" association. The
micropylar hilum region is small and oval, filled with parenchyma. Germination started on day
5th and ended on day 29" with a mean germination time on day 8.9. The final germination
percentage was 74.29%. The age, seed size, crystal and protein reserve as well as germination
percentage of the ¢ eeseeseeceeee guooest a potential orthodox or intermediate behavior to form
soil seed banks in a desert habitat.

e eeee seseeccyctaceae, dorsal ridge, embryo, exotestal seed coat, globoid crystal and protein
bodies.

*NTRODUCCION

Las semillas de las cactaceas presentan una gran variedad en formas, tamaiios y colores (Bravo-
Hollis & Sanchez-Mejorada, 1991). Asi mismo se distinguen tres estructuras principales:
cubierta seminal o testa, embrion y tejido de reserva (Barthlott & Voit, 1979) y la presencia de
atributos morfoldgicos con valor taxondémico asociados a la dispersion con posibles
implicaciones evolutivas (Rojas-Aréchiga, 2012). Esto se ha podido precisar con imagenes de
microscopia estereoscopica, optica y de barrido (MEB) (Rojas-Aréchiga, 2012; Singh, 1999).
Barthlott & Hunt (2000) desarrollaron un catalogo de micrografias con las descripciones de la
estructura de la testa de las semillas de 1050 especies pertenecientes a 230 géneros de la familia
Cactaceae, trabajo que resulta una aportacion fundamental para la taxonomia (Arias & Terrazas,
2004; Arroyo-Cosultchi seese 2006, 2007; Zamudio & Guzman, 2017) e ulteriores hipotesis
sobre la relacion con la germinacion y la dispersion (Barrios e+, 2020; Bregman, 1988). Al
respecto, Sanchez-Salas eeee . (2015) estudiaron la morfometria de las semillas de la cactacea
e sssscscsee o seoesssse oo o, usando imagenes de microscopia estereoscopica; sus resultados
los llevaron a concluir que la forma navicular de las semillas estd relacionada con la
hidrodispersion. Bregman (1988) y Sanchez-Salas ¢ee+e., (2012) estudiaron la relacion de la
morfologia de las semillas de cactaceas con los mecanismos de dispersion utilizando MEB y
aunque sus resultados no son concluyentes sugieren relaciones con la hidrocoria. Por otro lado
Maiti eeeee., (1994) estudiaron con MEB la morfologia de cinco especies de semillas de
cactaceas, sin encontrar relacion con el proceso de germinacion, sin embargo, sélo sugieren que
la presencia de testas de paredes delgadas, de granulos de almidén y el alto porcentaje de
germinacion estan asociados. Uribe Salazar (2016) estudid la germinacion de semillas
® eececccee soescces [ o y de ® eccsoccccscsscecssccccece | ink & Otto’ Sin encontrar relaci()n
entre la morfometria y el peso de las semillas con el tiempo de inicio de germinacion y la
probabilidad de germinacion. Con respecto a los estudios histoquimicos, Nufiez-Mariel eeeee.
(2001) describen la embriologia de o eeeesssssce s sessscee (Aydot) D.R.Hunt,* reportando
presencia de proteinas en el embrion. En este sentido Alencar ¢eeee., (2012) sefialan que las
reservas mas abundantes en semillas de ¢ eseeeess e eeeee DC es0n lipidos y proteinas. Por otro
lado, en el caso de semillas del género e eeeeeeseeee [ ink & Otto, Lux ®eee e (1994) sefialan
que las sustancias de reserva del embrion maduro se localizan en cuerpos lipidicos y cuerpos
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proteicos. A pesar de la importancia que tiene el género o ee e eeeesee e Haw. la informacion
sobre la morfoanatomia de las semillas es escasa. En este sentido s6lo se conocen las
descripciones morfologicas de la testa de 52 especies de este género, incluyendo a e
secesecesee que realizaron Barthlott & Hunt (2000) y el trabajo de Hernandez-Garcia &
Garcia-Villanueva (1991) en el que describen la escultura de la testa, el tamafio, la forma y la
posicion del embrion, asi como su desarrollo y la identificacion de proteinas y almidon en
o o0 o sccosceccescccesce | inNk & Ottoeeee oo o seesceessee sooccee D(Ce En México se han
registrado 164 especies de 560 para este género, de las cuales 85 % son endémicas y 113 estan
en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) debido al
saqueo intensivo de sus ejemplares ya que son muy apreciadas como plantas de ornamento, por
sus flores llamativas y por su facilidad para cultivar (Hernandez-Garcia & Garcia-Villanueva,
1991). Para este género se reconocen seis areas de distribucion geografica: una en el desierto
sonorense, cuatro en el desierto chihuahuense y la tltima en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan
(Hernandez & Goémez-Hinostrosa, 2015).

o oo o sssesssescsssssecee Ehrenb.ees endémica de México y se distribuye en los estados de
Guanajuato, Hidalgo y Querétaro. Actualmente se encuentra en la categoria de Proteccion
especial (Pr) en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) se enlista en el
Apéndice II de (CITES) y en peligro (EN) en la (UICN). Al igual que muchas especies del
género, por su forma, sus flores llamativas y el arreglo de sus espinas tiene un alto valor
ornamental por lo que el saqueo intensivo ha menguado sus poblaciones silvestres. Es una
planta de color verde-azulado que en etapa temprana el tallo presenta un crecimiento solitario
globoso, en estadio juvenil se ramifica poco a muy abundantemente (Soloérzano eee e 2017) y
cuando no se ramifica su forma de crecimiento es columnar de hasta 15 cm de altura y 8 cm de
diametro. Las areolas al surgir son redondas y presentan lana, posteriormente son desnudas, se
situan ventralmente en los apices de los tubérculos. Las espinas son radiales, aciculares, lisas y
blancas. Las flores son de color rosa, en forma de campana de 1.2 a 1.5 cm de largo. Los frutos
son carnosos (baya) de color rojo escarlata, claviforme de 1 cm de longitud (Fig. 1A). Las
semillas son de color marron, piriformes, con testa lisa, de 1.8 mm de longitud y 0.8 mm de
diametro (Bravo-Hollis & Sanchez-Mejorada, 1991). Generalmente crece en altitudes de 1400
msnm cerca de rocas calcareas (Gémez-Sanchez, 2001). Para esta especie solo se conoce el
estudio demografico en una poblacion ubicada en Pefiamellier, Qro. (Jiménez, 2016). Esta
autora encuentra que la poblacion estda mayormente representada por dos categorias: juveniles y
adultos 1 y se asocia con plantas nodrizas; asi mismo sugiere que por el tamaio de la semilla, el
fotoblastismo positivo y la viabilidad es potencial formadora de bancos de semillas de suelo.
Por lo anterior los objetivos de este estudio se enfocaron en la descripcion morfoanatomica, la
identificacion y la ubicacion de los tipos de sustancias ergasticas, asi como el registro del
proceso de germinacion de semillas maduras de o oo o eseeceseeccocsco s

e ETODOS

Los frutos maduros recolectados de ¢ ¢ ¢ sssseeessesecscesee nroceden de una poblacion de la
region sur del desierto chihuahuense en Toliman, Querétaro, México (latitud 20° 52" N;
longitud 99° 57 W), altitud de 1200 msnm (Fig. 1B). La temperatura media anual es de 19.2 °C
y con precipitacion media anual de 361.4 mm (CONAGUA, 2010). La vegetacion es un
matorral xer6filo (Gonzalez-Medrano, 2012). El tipo de suelo es calizo intercalado con
afloramientos de lutitas (Bayona, 2016). Se elabor6 un mapa de localizaciéon de la zona de
procedencia con el software QGIS (QGIS Development Team, 2020).
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Los frutos de o eeseeseeeee e fiieron recolectados en julio de 2017, cada uno de diferente planta
(N=15), los que se depositaron en una bolsa individual de papel estraza y se dejaron secar
durante 40 dias a temperatura ambiente. Posteriormente las semillas de cada fruto se extrajeron,
contaron y limpiaron con toallas de algodéon hiimedas para retirar los residuos de la pulpa del
fruto. El total de semillas de todos los frutos (N = 252) se guardaron en una bolsa de papel de
estraza y se conservaron a temperatura ambiente. Para obtener el peso y el tamafio se tomaron
50 semillas al azar. El peso de cada semilla se obtuvo con una balanza analitica (OHAUS,
analytical standard AS 120). Los valores obtenidos se registraron en una base de datos y se hizo
la estadistica descriptiva empleando Microsoft Excel 365.

Para obtener el tamafio de la semilla, primero se obtuvo una imagen escaneada del lote de 50
semillas, empleando el Escaner Epson perfection V370 photo. Esta imagen se corrio en el
programa Fiji, version 2.1 (Schindelin e+ 2012) con el que se obtuvieron las variables: largo
y ancho y la proporcion largo/ancho de cada semilla, asi como la estadistica descriptiva. Con
esta informacion y utilizando como referencia las escalas propuestas por Barthlott & Hunt
(2000) se definid el tamatfio y la forma de la semilla.

La preparacion y siembra de las semillas de 14 meses de edad de cosecha se realizd en
septiembre de 2018, siguiendo el protocolo de Reyes (2009). Se inicidé con un choque térmico
sumergiendo el lote completo de semillas (N=210) en agua destilada a 50 °C donde
permanecieron por 24 horas. Las semillas posteriormente se desinfectaron con hipoclorito de
sodio (Cloralex) al 10% durante 10 minutos y con fungicida (Captan Bayer (PH 50) 1g/100 ml
en agua destilada) por 10 minutos. La siembra se realizd colocando 35 semillas/caja Petri en
agar bacteriologico (Bioxon) al 1% con seis réplicas y se mantuvieron en una camara de
crecimiento (Lumistell, modelo ICP-19) a temperatura constante de 25 °C, con un fotoperiodo
de 12 h luz/12 h oscuridad. Al emerger la radicula con al menos 2 mm de longitud se considero
como semilla germinada. El registro de datos se realizd diariamente por 40 dias. Los datos
obtenidos fueron: dia de inicio y término de germinacion; porcentaje final de germinacion y
tiempo medio de germinacion, el que se calculd con la siguiente ecuacion; TMG = > (Dn/Y n)
donde; TMG= tiempo medio de germinaciéon, n= nimero de semillas que germinan el dia D, y
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D= es el numero de dias a partir de la fecha de siembra (Ellis & Roberts, 1981) y se obtuvo la
grafica de la curva de germinacion acumulada empleando Microsoft Excel 365.

Microscopia Electronica de Barrido.*Para la fijacion y procedimientos de secado y montaje para
microscopia electronica de barrido (MEB) se emplearon seis semillas y los protocolos
estandares (Bozzola & Russell, 1999). Para la desecaciéon al punto critico se empled un
desecador (Samdri-780B, marca Toumisii) y para cubrir con oro un recubridor por
pulverizacion (Desk III, marca Denton Vacuum). Las observaciones y las micrografias se
realizaron bajo un microscopio electréonico de barrido (JMS-5900 LV, marca JEOL). Se
describieron las siguientes caracteristicas en la superficie de la exotesta de las semillas:
microrelieve de la testa, contorno, patron celular de la region lateral y dorsal, limites celulares
anticlinales y periclinales y caracteristicas de la region hilo micropilar (RHM).
Histoquimica.*Para los protocolos histoquimicos y elaboracion de laminillas permanentes se
emplearon 15 semillas fijadas en FAA (formaldehido (10v): ET-OH 96% (50v): acido acético
glacial (5v): agua destilada (35v)) (Ruzin, 1999). Se lavaron con agua destilada por 48 horas.
Las semillas se montaron en platinas para criostato usando el medio Tissue Tek® OCT
Compound. Se elaboraron cortes medianos longitudinales y transversales de hasta 15 um,
empleando un criostato (marca Leica) a -20°C (Krishnamurty, 1988; Ruzin, 1999).

Para la localizacion de sustancias ergasticas se usaron usé: azul de toluidina (1% acuoso) para
ubicar lignina y taninos; sudan IV (0.2% alcohdlico acidificado) para lipidos (aceites y ceras);
lugol (yoduro de potasio al 1.5% y yodo al 0.3%, madurado) para carbohidratos no estructurales
(almidones y pectinas); eosina amarilla (1%) y azul de Coomasi (0.02%) para proteinas
(cuerpos proteicos) (Johansen, 1940; Krishnamurty, 1988; Ruzin, 1999).

Anatomia. Se elaboraron laminillas permanentes usando un tren de deshidratacion alcoholica
(60°-100° EtOH). En el cambio a 70° EtOH se tiiid con safranina alcohdlica (1% en 70° EtOH)
por 20 minutos, lavado con 70° EtOH tres cambios continuos. Previo al cambio a 100° EtOH se
tind con verde rapido (0.05% 100 EtOH) por media hora; se hicieron tres lavados con 100°
EtOH. Posteriormente se usé un tren con soluciones alcohdlicas (ETOH absoluto/Alcohol
terbutilico absoluto (TBA)) de 75° EtOH/25°TBA, 50° EtOH/50°TBA, 100°TBA, se hicieron
dos cambios por concentracion alcohdlica, cada cambio con 3 minutos. Se montaron en resina
Entellan®. El protocolo empleado se ajusté siguiendo a Ruzin (1999). La descripcion y toma de
fotografias se realiz6 con un par de microscopios opticos compuestos Zeiss modelo K7 con
camara Nikon D-50, y Leica modelo DM 500 con camara integrada ICC50W.

Las caracteristicas anatomicas que se midieron en las secciones transversales fueron: grosor de
la cuticula, grosores de la exotesta: mayor, menor y total; grosor total de la exotesta + grosor de
la cuticula; longitud de las protuberancias, grosor del endotegmen, grosor de la membrana
embrionaria y el largo y ancho de los cuerpos proteicos (Fig. 2). En seccion longitudinal se
midieron: el largo y ancho del embrién en la zona media de la semilla, la longitud total de la
semilla, grosor del endospermo en cresta dorsal, largo y ancho de las células corticales,
medulares, del procambium, de la caliptra y del apice caulinar y radicular, empleando un ocular
micrométrico calibrado. Con los datos obtenidos se obtuvieron las medias y desviaciones
estandar, empleando Microsoft Excel 365.
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o oo oo ¢ Caracteristicas anatomicas empleadas en la descripcion de la semilla de o oo o ceeocoocsccoceces e
¢ = cuticula; cpcg = cuerpos proteicos y cristales globoides en el embrion; etc = exotesta con cuticula; etm = exotesta
total menor; ett = exotesta total sin cuticula; Ip = longitud de las protuberancias; me = membrana embrionaria;
te = endotegmen.

* ESULTADOS

Los frutos de o oo o esee ses ee 0 s0se 0o s e neden contener entre 7 y 41 semillas y en promedio 18
+ 9.2 semillas/fruto. Las semillas pesan 0.4 + 0.1 mg; miden 0.98 = 0.11 mm de largo y 0.62 +
0.07 mm de ancho. Las semillas son de tamafio pequefio y presentan una proporcion
largo/ancho de 1.58 + 0.18 por lo que se consideran de forma oval.°La cubierta seminal tiene
color castafio rojizo, apariencia semi-mate y aspecto rugoso. Las paredes anticlinales y
periclinales observadas en superficies paradermales con MEB, se aprecian elevadas con
apariencia alargada y ondulada (Fig. 3B, 3C y 3E). En la periferia lateral de la semilla destaca
una cresta dorsal sin dehiscencia y en la region apical la forma es redonda (Fig. 3A).

La curva de germinacion acumulada muestra que a partir del dia 5 y hasta el dia 8 el incremento
es lineal y germind 50% que equivale a 105 semillas. Del dia 9 al 15 germiné otro 15% y a
partir del dia 16 solo el 6%. Después de los 30 dias ya no se registraron semillas germinadas. El
porcentaje final de germinacion fue de 74.3% y el tiempo medio de germinacion se observo al
dia 8.9 (Fig. 4).
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D 18kU

e esemee oo o sessoeessocsensenee A[) micrografias en Microscopio electronico de barrido. A) Region lateral de la
semilla. B) Detalle de la superficie lateral de la semilla. C) Detalle de la superficie de la region de la cresta dorsal.
D) Region hilo-micropilar. E) Microscopia de luz. Seccion paradermal de la red de paredes anticlinales y periclinales
que conforman la cubierta seminal. ecd = exotesta cresta dorsal; etl = exotesta lateral; p = protuberancias; pa =
paredes anticlinales en vista paradermal; RMH = Region Hilo Micropilar; *material péctico y proteico.
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En vista superficial, las células de la exotesta de la cara lateral muestran un patron
profundamente lobulado (Fig. 3B, 3C y 3E); las paredes periclinales (PP) y anticlinales (PA)
forman una “U”. Entre ellas se aprecia una red de membranas anticlinales (protuberancias),
sobre la pared periclinal de la exotesta (Figs. 3E, 5D-5G, 6G). En la region de la cresta dorsal
las PA de las células de la exotesta son mas alargadas con l6bulos mas cerrados (Fig. 3C) y
entre sus PA también se aprecian las protuberancias (Figs. 3E y SE).*En secciones transversales,
la exotesta con cuticula mide 38.7 pm + 4.79, se observa que la cuticula es uniforme
superficialmente y hacia el interior en algunas zonas forma domos pequenos (Fig.s 5E); en
grosor mide 4.75 pm (£ 0.92), presenta lipidos y proteinas (Fig. 5SA, 5C-5E y 5G). La exotesta
es irregular, la superficie periclinal mas gruesa sin cuticula mide 30.56 um + 2.52, y la menos
gruesa 17.05 + 2.62 (Fig. 2), con engrosamientos laminares de las PP que cierran el lumen
celular, con presencia de proteinas (Fig. 5C, 5D y 5QG), ceras (Fig. 5E) y lignina (Fig. 6H). Las
protuberancias de la exotesta miden aproximadamente 13.39 pm =+ 2.87 de alto (Fig. 2). Entre la
cuticula y la exotesta se aprecia un espacio irregular que mide 2.98 um + 0.59 con presencia de
sustancias de origen péctico y proteico (Figs. 3E, 5G y 6H).

50 puin

e eeeee o Seccion media transversal de la semilla de © e o esseeeesecccceseces ) E v G. Detalles de la exotesta. A-Cy
F. Detalle de la cresta dorsal. c= cuticula; cd= cresta dorsal; cpcg= cuerpos proteicos y cristales globoides;
em= embrion; en= endospermo; etd= exotesta dorsal; etv= exotesta ventral; ga= granos de almidon; Is= laminas de
suberina; me= membrana embrionaria; p= protuberancias; PA= pared anticlinal; PP= pared periclinal;
te= endotegmen. A y D. Sudan IV. By F. Lugol. C y G. Eosina amarilla. D. Azul de Coomasi

El endotegmen es una estructura que esta formada por una capa de células de paredes gruesas,
aplanadas en direccion anticlinal, con lumen reducido, tiene un grosor de 11.42 pm =+ 1.23
(Figs. 5G y 6E). Las paredes muestran ceras, posiblemente suberina (Fig. SE).

La cresta dorsal presenta un grosor maximo de aproximadamente 67 pm. Formada por un
estrato de células de la exotesta y tres o cuatro hileras de células aplanadas del endotegmen,
seguidas de varios estratos de células del endospermo que presentan granos de almidéon (Fig.
5A-5C y 5F).
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El endospermo esté localizado en posicion lateral y longitudinal en la zona de la cresta dorsal
(Fig. 5A y 5B). Las células de paredes primarias, delgadas y aplanadas con pequefios granos de
almidon casi esféricos que miden 4.16 pm + 0.88 (Figs. 5SF y 6B y 6F). Fuera de la cresta dorsal
continia como una lamina delgada hasta antes del didmetro medio de la semilla y se ubica
claramente entre el endotegmen y la membrana embrionaria (Figs. 5A-5C y 6E).

o ee s o Secciones longitudinales A-D y transversales E-H de la semilla de e e ¢ esese coececsesececes A Semilla
completa. B y E. Detalle de exotesta y endospermo. C y D. Detalle de la zona basal del hipocétilo. F. Detalle de la
cresta dorsal. G. Detalle de la zona del meristemo fundamental y procambium con cristales globoides y cuerpos
proteicos. H. Detalle de la cuticula y exotesta. ac = apice caulinar; ar = apice radicular; ¢ = cuticula; ca= células de la
caliptra; cg = cristal globoso; co = cotiledon; cp = cuerpo proteico; ecd = exotesta dorsal; en = endospermo; em =
embrion; et = exotesta; ga = granos de almidon; hi = hipocétilo; me = membrana embrionaria; mf = meristemo
fundamental; pc = procambium; pd = protodermis; RHM = region hilo micropilar; tg = endotegmen; flecha: indica el
limite superior de la radicula y el limite inferior del hipocotilo. A-D y G Safranina-Verde Répido, E y F Sudan IV. H.
Azul de Toluidina.

El embrion tiene forma globular, es recto, con una longitud de aproximadamente 850 um y un
ancho de 596 pm. Con una membrana embrionaria rodeandolo de 8.35 um + 1.74 de grosor, sin
contenidos ergasticos y reacciona intensamente a lipidos (Figs. 5G y 6E y 6F). El hipocoétilo
ocupa la mayor parte del volumen de la semilla (Figs. 6A y 7A). Los cotiledones son apenas
dos protuberancias apicales (Figs. 6A y 7B). El apice caulinar mide aproximadamente 38.46 um
de alto y 53 pm de ancho, formado por una sola capa de células (dermatégeno) y dos o tres
iniciales (Fig. 7A y 7B). El meristemo fundamental ocupa la region cortical y medular del
hipocétilo (Fig. 7A); estas ultimas son pequefias y ovaladas, miden 26 pm + 0.73 de alto y 36
pm + 0.42 de ancho; las corticales son isodiamétricas y miden 36 pum + 0.83 de largo y 46 pm +
1.95 de ancho (Figs. 6A y 7A), con cristales globoides y cuerpos proteicos que en conjunto
miden 8.4 um + 0.96, los que aumentan de tamafio al incrementar el volumen celular (Fig. 6G).

El procambium tiene aproximadamente 650 um de largo; en la parte media del embrion se

observan dos ramificaciones de este que entran a los cotiledones (Figs. 6A y 7A). Estas células
derivadas son pequeilas y rectangulares de 46 um = 1.17 de alto y 10 um + 0.60 de ancho;
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contienen cuerpos proteicos y cristales globoides que en conjunto miden 4.67 pm + 0.96 (Fig.
6A, 6C-6D y 6G).

La radicula se orienta hacia la region hilo-micropilar (Figs. 6A y 7A). El apice radicular de
137.8 um de largo y 148.6 um de ancho, sugiere ser de tipo cerrado pues no se distinguen las
células iniciales de las derivadas ni del centro quiescente. Apenas se distingue una breve region
de la columela y la caliptra formada por tres a cuatro capas de células en la zona apical, las que
miden 21.29 pm + 8.9 x 12.0 pm + 2.26 (Figs. 6C y 7A). Las células de la protodermis y las del
tejido fundamental de esta zona tienen forma y tamafio caracteristicos. Las primeras son mas
comprimidas y las segundas isodiamétricas de aproximadamente un tercio del tamafio de las
células del hipocdtilo. Estas caracteristicas definen claramente el limite superior del apice
radicular y el basal del hipocétilo (Fig. 6A y 6C).

tppRH1Y &
~

30 um

tpIRHM

A 100 pm E 100 pm

eeesece oo o smesssesnccnecssee Ay B Seccion longitudinal de la semilla y apice caulinar del embrion. B. Detalle
del apice caulinar. C. Detalle de la region del hilo micropilar. D. Detalle de la region de la exotesta que cubre a la
RHM. E. Seccién transversal del apice radicular. ar = apice radicular; ¢ = cuticula; co = cotiledén; em = embridn;
et = exotesta; hi = hipocdtilo; mf = meristemo fundamental; pc = procambium; RHM = regién hilo micropilar;
tg = endotegmen; tpIRHM = tejido de paredes lignificadas de la RHM; tppRHM = tejido parenquimatoso de paredes
primarias de la RHM; flecha = &pice caulinar. Azul de Toluidina

La region hilo-micropilar (RHM) es pequefia de forma oval, oblicua, superficial y fusionada,
mide 142.8 pm x 428.5 pm (Fig. 3D); formada por células de parénquima de paredes primarias
(Fig. 7C-7E). La RHM esta rodeada por la exotesta, la que en esa zona presenta hasta seis
estratos de células de paredes secundarias lignificadas. Las formas celulares que se observan
son de dos tipos: unas aplanadas y ubicadas hacia la periferia (Fig. 7D y 7E) y otras
isodiamétricas que hacen contacto con las células del parénquima de la RHM (Fig. 7C) con
cavidades que contienen posiblemente polifenoles. El endotegmen llega hasta el micropilo (Fig. 7D).
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e ISCUSION

Las semillas de ¢ eseeeeeeseeee pnresentaron tamafio pequeiio, lo que es similar a lo reportado
para especies del mismo género por Barthlott & Hunt (2000); Serna-Navarrete-L (2007);
Loépez-Godinez (2009); Jiménez (2016) y Zamudio & Guzman (2017). El tamafio pequefio
puede evitar la depredacion por mamiferos (pequefios o medianos) e insectos (Rojas-Aréchiga
& Batis, 2001). Esta caracteristica también puede facilitar la dispersion por viento y agua
(Rojas-Aréchiga & Vazquez-Yanes, 2000). El viento puede ser un vector importante en la
dispersion debido al peso y en época de lluvias las corrientes de agua pueden trasladar las
semillas lejos de las plantas madre. Este ultimo factor podria dafiar la superficie seminal
provocando escarificacion natural. Adicionalmente el tamafo pequeflo estd asociado a la
formacion de bancos de semillas de suelo (BSS) lo que favorece su fotoblastismo positivo y
longevidad ecologica a corto plazo (Jiménez, 2016). Al quedar enterradas pueden conservarse
en la oscuridad a bajas temperaturas lo que conlleva a la condicién quiescente y por tanto su
permanencia en el BSS.

El porcentaje final de germinacion de las semillas de este estudio fue del 74.3%. Jiménez

(2016) encuentra que en general para semillas de diferentes edades de o ess e esee 00 0 see oerminan

en un 80% las mas viejas y en un 90% las mas jovenes. Rojas-Aréchiga ®eee e, (2013) reportan

los porcentaje de germinacion de semillas pequefias de ocho especies para este género

(s o o ssssosecocscncnce [ayy e e oo o ssescessccvcsccce Plgjffeee oo o ssssvenesesssns Orcuttss
® oo o oecoccece soco o eeee o\\orderiy).ee® oo © ecee cee 0o coce eo\[rt eee e o eeee eee e o seeceeScheer X

Salm-Dyckeee oo o sese eos 000 esecs s coe Backeb.ses o o sssssseccesesccnceeMart.) que oscilaron

entre 30 y 100%, aunque no documentan las edades. Sanchez-Salas *ee* ¢, (2006) encontraron

para  eeeesecose oo essessese o [ om. que las semillas pequedias y grandes tuvieron el 90% vy el

58% de germinacion respectivamente. Lo anterior sugiere que el tamafio y la edad de la semilla

pueden estar relacionados con el porcentaje de germinacion, por lo que es indispensable hacer

mas estudios sobre esta relacion. Por otro lado, el tiempo medio de germinacidon para © e
seceeececee fie en el dia 8.9 dato que se reporta por primera vez. Para esta variable no existe

mayor informacion que ayude a sugerir si estos tiempos pueden ser caracteristicos de semillas

pequefias.

En este estudio se reporta por primera vez la presencia de cuticula, con contenidos de origen
péctico y proteico, lo que sugiere que los pequefios domos cuticulares internos que descansan
en las terminaciones de las paredes periclinales (PP) de la exotesta se mantengan adheridos. En
este sentido (Hernandez-Garcia & Garcia-Villanueva (1991) localizan esta estructura en
¢ ee e smeesseencncaee Link & Ottosy en * *¢ » sssscsessse ssesse De Candolle, sin embargo,
Barthlott & Hunt (2000) reportan su ausencia en ® eseeeeceeseeee v enfatizan la importancia de
esta estructura, con o sin estrias, como atributo taxonémico, por lo que se debe revisar su
presencia en otras especies del género.

La exotesta de esta especie adquiere una arquitectura superficial caracteristica, dado que las
c¢lulas ubicadas en la cresta dorsal tienen menos protuberancias que las laterales, debido a que
las paredes anticlinales (PA) son mas cerradas, lo que se evidencia en las secciones
transversales de la semilla y en la vista paradermal. Las ondulaciones tipo U y las
protuberancias irregulares encontradas en las PP y PA para e eeeeeeeesecss parecen ser
caracteristicas del género, ya que Hernandez-Garcia & Garcia-Villanueva (1991) las reportan
para e eseee ecceee y o sesecseee v Barthlott & Hunt (2000) en otras especies del género; sin
embargo, éstos ultimos autores encuentran mayor diversidad de ondulaciones al reportar tipos
U, V,SyQen52especies de ® o ¢ eeeeeee S estos caracteres son relevantes en la taxonomia,
es requisito abordar su gran diversidad morfologica.

Las paredes de la exotesta de ¢ seeesesseesee presentaron laminas de suberina, depdsitos de

lignina y proteinas. Para esta estructura solo se han reportaron taninos en las cavidades de la
exotesta de © 0000000 0000 0 0 00 0000 00 DC (Jiménez_Durén ooee o 2014) y en las de e e0e o occcoe y
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o eseeceeeeeey (Hernandez-Garcia & Garcia-Villanueva, 1991). Con respecto al endotegmen,
éste se conserva con presencia de lipidos en sus PP y sin depdsitos ergasticos en sus cavidades,
atributos morfolégicos que no le otorgan rasgos cuticulares, como lo sugieren Hernandez-
Garcia & Garcia-Villanueva (1991). Tanto estos autores como Jiménez-Duran eeee e (2014)
reportan que el endotegmen no se pierde durante la embriogénesis y lo ubican como una region
con células elongadas, con taninos y comprimidas hacia el micropilo. En ¢ eseeeeeeceeee tanto
éste caracter junto con la exotesta representan el 6.8% del volumen de la semilla. Los
contenidos encontrados en ambas estructuras le confieren una condicion hidrofobica, vital para
la impermeabilidad.

El endospermo de o ees e eeeeee o0 esti confinado principalmente hacia la cresta dorsal, sin sufrir
compresion y con presencia de granos de almidon, aunque en la region lateral se presenta como
una ldmina comprimida disfuncional sin material ergastico, asumiendo el hipocétilo el
compromiso de almacenamiento de nutrientes (Hernandez-Garcia & Garcia-Villanueva, 1991).
En este sentido Nufiez-Mariel eeee* (2001) reportan que durante el desarrollo del embridén de
e essesssssses seseesessec] perispermo esta reducido a una pequena franja en la regién concava
del embrion y el endospermo formado por un solo estrato de células que rodea a la radicula y al
hipocétilo, ambos tejidos consumidos casi en su totalidad, lo que contrasta con lo observado
para el género * o ¢ eeee eee y para la especie en estudio.

En el presente estudio se confirma la existencia de una membrana embrionaria como una
tercera estructura que envuelve al embrion y para el género © ¢ o eseseee se reporta por primera
vez. Esta estructura solo se ha reportado cn  eeee eeesse oo sosecssse o nor Sanchez-Salas o eee o
(2015). Su composicion sugiere un atributo funcional adicional que reviste al embrion con fines
hidrofébicos.

El embrion de e eeeeeeeecesee ocupa aproximadamente el 93% del volumen de la semilla,
formado por células meristematicas que contienen dos estructuras asociadas: los cristales
globoides y los cuerpos proteicos. Destaca que en las células isodiamétricas corticales del
meristemos fundamental se localizan los cuerpos proteicos de mayor tamano, es decir, es la
zona de almacenamiento mas importante; en contraste los de menor talla se localizan en las
células del procambium, esto es similar para los tamafios de los cristales globoides, lo que se
describe por primera vez para esta especie. Estas dos estructuras proveen del equipamiento de
proteinas protectoras a la desecacion, como fuente de energia y nitrogeno, y los segundos como
fuente de minerales como: P, K y Mg y ocasionalmente presentan Ca, Mn, Fe, Ba, Zn, S y Cl,
fundamentales para la germinacion (Guevara-Farfan, 2019; Lux e e, 1994; Matilla, 2008). En
este sentido se han reportado presencia de cuerpos lipidicos y proteicos en las semillas de
seccesesessasesssscssseecss] ink & Otto, por Lux eee= . (1994) enfatizando su localizacion en
la radicula. En e eeeecccecces coeeeses (Aydot) D.R.Hunt. Nufiez-Mariel eeee e (2001) en © e
eee sccess y o sesecesse  Herndndez-Garcia & Garcia-Villanueva (1991) y en o eeeceees
ssseseececece DNC. Jiménez-Duran ¢eee e, (2014) solo se refieren a la presencia de proteinas. Y
finalmente Alencar *ess e+ (2012) reportan paraclas semillas de ¢ eeeesesee eceee DC, lipidos,
proteinas y en menor proporcion, azucares solubles, aminoacidos y almidéon como las moléculas
de reserva mas abundantes. Resalta que por un lado los cristales globoides no han sido
reportados en las semillas de ninguna otra especie de la familia Cactaceae y por otro lado que el
origen y ubicacion de la asociacion “cristales globoides/cuerpos proteicos” contrasta con el de
los granos de aleurona presentes en las semillas de otras familias botanicas.

En e eeeccessccsce |9 RHM es una estructura similar a un tapdn, el que esta formado por células
de parénquima de paredes primarias, lo que le da atributos altamente higroscopicos. Esta
estructura estd forrada por células de la exotesta y por células isodiamétricas con paredes
secundarias fuertemente lignificadas (esclerificadas) lo que sugiere que la direccion de entrada
del agua es exclusivamente por el micrépilo donde ocurrird la absorcidon e hidratacion de las
células del parénquima. Por su forma isodiamétrica las células lignificadas tienen menor
superficie de contacto entre ellas y por lo tanto pueden favorecer la ruptura de esa zona cuando
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emerge la radicula, lo que Bregman & Bouman (1983) demuestran cuando estudian la
emergencia de la radicula en ¢ oo o esee e esveee Backeb. En contraste, Orozco-Segovia ©eee e,
(2007) mencionan que en la RHM de la semilla de o seeceeeeeee eocese se forman dos
estructuras: un canal que se embebe de agua y una valvula de germinacion por donde emergera
la radicula. Estas estructuras se forman durante la deshidratacion y maduracion de la semilla.

* ONCLUSIONES

o meeeseececee presenta semillas de tamaflo pequefio con alta viabilidad caracteristicas que
pueden ser asociadas a la formacion de BSS. La morfologia externa de la semilla representa un
gran valor taxonémico a nivel de género y de especie lo que puede contribuir con un papel
importante en la sistematica de la familia.

La relacion morfoanatomica de la cubierta seminal le confiere a la semilla atributos que
direccionan la entrada del agua exclusivamente por el micrépilo. La estructura de la exotesta, el
endotegmen, la membrana embrionaria y la composicién con sustancias disimiles al agua,
garantizan esta direccionalidad de entrada de liquido, es decir, no existe posibilidades de otros
mecanismos de mojado. El endospermo, aunque presente, estd confinado hacia la cresta dorsal
pero manteniendo todavia almidones lo que contrasta con el cuerpo del embrion cuyas células
meristematicas han acumulado la asociacion “cristales globoides/cuerpos proteicos”. Esta
asociacion garantiza los elementos nutrimentales, de energia y fuente de nitrégeno requeridos
para la germinacion. Es de importancia para la semilla almacenar proteinas lo que le permite
resistir a la deshidratacion que el medio fisico ejerce, manteniendo baja actividad metabdlica y
con ello su viabilidad, lo que ocurre con las semillas intermedias u ortodoxas. Por otro lado se
sugiere profundizar en aspectos morfofisiolégicos y moleculares que permitan vislumbrar qué
tipo de relaciones existen con la germinacion. Finalmente los resultados de este estudio podrian
apoyar a planes de conservacion de la especie para la reintroduccion de ejemplares a su habitat.
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