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RESUMEN

En este trahbajo se estudiaron 1los cambios estructurales e
histoqui micos durante el desarrollo de la semilla de tres
variedades de Ipomoea agquatica (Large leaf, Improved large leaf vy
China).

Se fijaron flores en antesis, ovarios y semillas en diferentes
etapas de desarrollo y se incluyeron en parafina de acuerdo con la
técnica de Johansen (1940). El material seccionado se tifid con
safranina verde fijo Yy se aplicaron diversas pruebas
histoquimicas.

El dvulo e&n las tres variedades es anitropo, unitégmico vy
funiculado. El tegumento estd formado por tres capas celulares:
una protodermis e hipodermis uniestratificadas vy una capa
pluriestratificada de células parenquimiticas con abundantes
reservas de almidén.

El tegumento da lugar a la testa que, en la semilla madura,
estd formada por cuatro capas: la epidermis uniestratificada
diferenciada en tricaomas, la subepidermis, el esclerénguima en
empalizada de 3 a 4 estratos de células elongadas radialmente y el
parénquima que queda reducido a una capa de paredes celulares
camprimidas.

El e¢ojincille sique un desarrollo diferente al observade en el
resto de la testa. La epidermis queda formada por 4 a 5 estratos
celulares y la subepidermis se divide periclinalmente para formar
de 2 a 3 estratos de células que se elongan radialmente.

La epidermis, en la zona adyacente al cojincillo, queda
formada por 3 a 4 estratos celulares.

Entre la testa y el endospermo hay una cutfcula. El desarrollo
del endospermo es nuclear; la formacién de paredes cocurre desde la
regién micropilar hacia la calazal. En la semilla madura persisten
de 1 a 3 estratos de células vivas y restos de paredes celulares.

El embridn ocupa la mayor parte de la semilla; cada cotiledén
es bilobado, con laticfferos y plegamiento longiplicada.

De acuerdo con la histoquimica, es probable que en las tres
variedades de J. agquatica la subepidermis, el esclerénguima en
empalizada, el paréngquima y la cutfcula que separa la testa del
endosperma, estén relacionadas con la dureza de la semilla, ya que
en ellas se deposita, a partir de los 20 a 30 dias después de la
polinizacidn, las sustancias relacionadas con la impermeabilidad
al agua.

No se observaron diferencias estructurales ni histogqui{micas en
la ontogenia de las semillas de las tres variedades.



I INTRODUCCION

El género Ipomoea L., perteneciente a la familia
Convolvulaceae, esti representado por mis de S00 especies de
plantas tropicales y subtropicales con algunas que llegan a
distribuirse dentro de lIas latitudes templadas (Edie, 1969;
McDonald, L982) .

Las especies de este génern han 1lamado la atencién de
embridlogos vegetales Q botanicos debida a su importancia
econdmica y agricoila; ya sea como productos de valor alimenticio,
medicinal u ornamental (Ipomoea batatas, Ipomoea purga, ITpomoea
tricolor, Ipomoea nil) o como malezas que afectan cultivos
comerciales como el de mafz vy frijol { Fpomoea purpurea,
Convolvulus arvensis).

Dentro del grupo de especies de importancia alimenticia se
tiene a Ipomoea aquatica Forsk. (I. reptans Poir), un vegetal
originario del Sureste de Asia. Se ha cultivado en Arabia, Oeste
de Africa, Egipto, lq India y #n varias ciudades del Sureste de
Asia, siendo el Sur de China el centro de su cultivo (Edie,léé?).

Se introdujo en México, en 1987, por el ahora desaparecido
Instituto Nacional de Investigaciones Sobre Recursos Bidticos
({INIREB).

Por su alta produccidén de biomasa, calidad nutritiva y escasa
lahor requerida para su cultivo se considera que puede representar
una alternativa importante en la produccién de forraje en los
sistemas agropecuarios de las zonas bajas tropicales del Sureste

de México y también constituir una fuente alimenticia para los



pobladores (Pérez,1990).

I. aquaticﬁ o "espinaca de agua® como comunmente se le conoce,
es upa hierba anual acuiAtica o semiacuitica en condiciones
naturales, aunque puede llegar a establecerse en suelos hGmedos.

Practicamente todas las partes de la planta joven san
comestibles; las raices, los tallos, los peciolos y las hojas son
seleccionados y utilizados como verduras (Datta y Banerijee,1978;
Tiwari y Chandra, 1985)

Las hojas tienen un alto contenido protéico 1lo que hace de
esta gspecie una de las mejores entre las hortalizas. Ademis,
representan una buena fuente de vitaminas, carbohidratos, hierro,
calcio y f6sforo por lo que puede llegar a canstituir un recurso
alimenticio tan nutritivo como las hoias de espinaca
(Ruberté y Martin,1975) (Tabla 1).

Cabe mencionar que los tallos, duros y correqgsos, as!i como los
excedentes de la produccién foliar son destinados para el consumo
de ganado porcino y vacuno (Herklots, 1977; Martin, 1984).

En I. aquatica las variedades se han distinguidco por medio de
las caracterf{sticas morfolégicas de la planta, tales como forma vy
tamafo de las hojas y color de los tallos y las flores (Tisbe vy
Cadiz,1967; Edie,1949; Herklots,1977; Yamaguchi,1983; Tiwari vy
Chandra, 1985} .

Las variedades Large leaf, Improved large leaf y China se les
considera de hoja ancha (Pérez,1990).

Esta planta se propaga sexual y vegetativamente y se ha
observado que la propagacién por esquejes Juega un papel mis

importante para su cultivo, ya que el enraizamiento es ripido y la



produccién mayor (Tiwari y Chandra, 1983; Linneman etlax,l?B&).

Datta y Biswas (1970) observaron gque las semillas maduras de
1. agquatica, recien cosechadas, poseen latencia que puede romperse
por varios métodos de escarificacidn y reportaron que la
germinacién de las semillas decrecfa gradualmente conforme
aumertaba el tiempo de almacenamiento. Primerc consideraron que la
latencia tenta su origen en el embrion 3y despusz, realizaran
estudios anatémicaos con &1 propésito de conocer la regién o
regiones de la semilla Qque se encontraban asociadas con 1la
impermeabilidad al agua.

Encontraron gque la estructura y el arreglo de las células del
esclerénquima en empalizada representan una barrera al paso de
agua y una total inhibicidn de la germinacidn.

Por otro lade, Jos (1963) estudié el desarrollo de la cubierta
seminal, sin embargoc, el trabajo carece de un anilisis
histoquimicao.

Tomanda en cuenta la escasa informacién histoquimica acerca de
las tausas de la dureza de las semillas de I. aquatica, asi como
la falta de estudios estructurales que permitan distinguir las
variedades estudiadas en este trabajo, se pretende aportar datos
embriolégicos e histogui micos para entender las causas de 1la

dureza de la testa de I. aguatica y reconocer sus variedades.



Tabla 1. CONTENIDO NUTRICIONAL DE DOS HORTALIZAS DE HOJA :

Spinacia sp. E Ipomoea aquatica. (100g/PESO FRESCO) .

HORTALIZA D E HDJnA

ESPINACA DE AGUA ESPINACA
Ipomoea aquatics Spinacia sp
PROTEINA (g} 3.9 3.2
GRASAS gy 0.6 0.3
CARBOHIDRATOS 4.4 4.3
(g}
CALEIOD (mg) 71.0 23.0
FOSFORG (mg) &7.0 51.0
FIERRD (mg) 3.2 3.1
VITAMINA "A" 4825 8100
(I.U.)
TIAMINA (mg) 0.0% 0.10
RIBOFLAVINA 0.24 0.20
NIACINA (mg) 1.3 0.6
VITAMINA "C" 49.0 51.0
{(mg)

(Connor, 1763; Knott y Deanon, 1967; Martin, 1984).



II ANTECEDENTES

(1) REGISTRO HIBTORICO DE JFpomoea aquatica

El registro histérico de I. aguatica en China es muy éntigun,
las primeras referencias sobre su uso datan del 290 al .307 A.C.y
durante la Dinastf{a Chin, en un libro titulado "A Description af
the #lants in the South". El auter, Chi Ham, no menciona a la
planta, sin embargo, por su descripcién parece ser que se refiere
a esta especie.

Chiang Yu Shik menciona a Ipomoea aguatica por su nombre chino
*Ong Tsoi"” en su libro "Suplement to Materia Medica" escrito
durante la Dinastfa Sung (1054—-1063).

Lee Shih Chan da a conocer el origen de su nombre en su  libro
"An Outline of Materia Medica"” escrito durante la Dinastia Ming
{1590-1596) ¢

"Ong Tsoi"
Ong — Planta enterrada bajo el suela.
Tsoi = Vegetal

El significade del caracter Ong se deriva a partir de la forma
de su propagacién: la especie era cultivada alrededor y al Sur de
la desembotadura del Rio Yangtze a partir de esquejes que eran
enterrados en suelos ricos en nutrientes.

Se conoce otro significado (vasija de barro para llevar agua)
que surge a partir de la observacidn de que la planta crecfa en
unpas vasijas de barro que eran llevadas por los Taiwaneses durante

su huida de Fukien (Edie y Ho, 19&9).



(Z) UBICACION TAXONOMICA

DIVISION : Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE : Asteridae
ORDEN : Solanales
FAMILIA : Convolvulaceae
GENERO s Tpomoea
ESPECIE : J. aquatica

(Cronquist, 1988).

SINONIMIA

s JIpomoea aquatica Forsk.
& Ipomoea reptans (L) Poir.
% Ipomoea repens Roth.

(Herklots, 1977).



(3) DESCRIPCION ESPECIFICA

. aquatica es una hierba anual © perenne gue se puede
encontrar en areas pantanosas, hdmedas o flotando en e1 agua en
muchas regiones tropicales del mundo (Martin,1984; Tiwari vy

Chandra, 1985) .

Los tallps son huecos, suculentos y lisos. Pajo condiciaones
naturales los tallos principales crecen horizontalmente saobre la
superficie himeda; los ramas laterales 1llevan las hojas y las
flores y pueden crecer horizaontal o verticalmente dependiendo de

la profundidad del agua (Edie, 196%9; Snyder et al, 1981).

Las hojas, pecicladas, son de forma triangular o lanceolada vy
de base acorazonada. t.a punta puede ser aguda o redonda. Su tamafio
var{a bajo condiciones de cultivo, pero normalmente es dir 2.5 a 15
cm de longitud, considerando el peciolc y de 0.5 a 10 em de ancho.

Los peciclaos de color verde pilido o purpura, sah largas y
carnosos y surgen individual y alternadamente de los nudos de las
ramas laterales (Tisbe y Cadiz.19267; Edie, 1946%; Cornelis et

al,1983).

tas flores, infundibuliformes, miden de 4 a 7.5 cm de longitud
y S cm de didmetro; son axilares y surgen individualmente o en
grupos de 2 a 7. La corola puede ser totalmente blanca, rosa o
pdrpura o bien, presentar alguna combinarcidén con estas tonalidades

(Snyder et al 1981).



El fruto es una capsula ovoide glabra y de calor cafd, mide
aproximadamente de 7 a ? cm de diidmetro. Cada fruto produce de 2 a
4 semillas pubescentes o glabras de color caté y de forma angular

o redonda (Snyder et al, 1981; Cornelis et al ,1985).

Tomando en cuenta algunas caracteristicas morfaolédgicas, tales
cama forma y tamaffo de las hojas y color de los talles y flores,
los agricultores asiidticos pueden reconocer de dos a cuatro
variedades:

(1) "Ching Quat*" - cultivo de hojas angostas y tallo de color
verde. ¢*

{2) "Pak Nuat”- cultivo de hoja ancha y tallo de color blanco. %
{3) Kang Koong beeasa - hojas de color verde abscuro, tallos vy
flares de coler pdrpura.

(4) Kang Koong nagree — hojas de color verde amarillento, tallaos
amarillentos y flores de color blanco.

« Hon ung ts’oi.

& Shui ung ts’oi.

(Tishe y Cadiz,1967; Edie, 1969; Herklots, 1977; Yamaguchi, 19833

Tiwari y Chandra, 1985).



(4) ORIGEN Y DISTRIBUCION

El origen de I. aquatica ain no ha sido determinado.

Se han propuesto var:os centros de origen coma : el Sur | de
Asia, Malasia y Taiwan (Morton vy Sneyder,1974&); la _Ingia
{Herklots, 1?77; Yamaguchi,.1983) o el Sur de China (Pluckneté Y.
Beemer, 1981) .

I. aquatica se distribuye ampliamente en Asia tropical,
Africa, Oceanfa y América (Bruemmer y Roe,197%)

Los chinegs la llevaron a Brazil, las Guyanas, América Central,
Trinidad, Jamaica, Cuba y obtras islas del Oeste de 1la India
(Snyder et al.1981).

Ha sido también introducida con buen exito en las Islas Fidiji,
Hawaii y Florida (Morton y Snyder,1976).

En 1987 se introdujo en México por el Instituto Nacional de

Investigaciones Sobre Recursos Bisticos (Pérez,1990).

{3) usos

1. agquatica juega un papel importante en la economia de los
paises asiaticos.

Por sus propiedades medicinales se emplea como laxante suave,
emético, tranquilizante y para contrarrestar los efectos de la
hemorroides y de la fiebre.

También es utilizada como hortaliza de hoja y como forraie
para la alimentacién de ganado porcino y vacuno (Herklots, 1977;

Datta y Banerjee, 1978; Tiwari y Chandra, 1983).



(6) ASPECTOS AGRICOLAS

La mayorfa de los estudios que se han realizado con [I.
aquatica estin relacionadas bisicamente, con aspectos
bromatolégicos y agricolas debido a su imﬁortan:ia alimenticia.

Knott y Deanon {(1947), Edie y Ho (1969, Herklots (1977},
Snyder et al. (1981), Martin (1984), Cornelis et al.(1985) y Tiwari
y Chandra (1985) dieron a tonocer las técnicas de cultive que
pueden ser utilizadas para la produccién de I. aguatica,
considerando los siquientes aspectos:

(1) Descripcidén Botanica

(2) Variedades

(3) Sistemas y requerimentos para el cultivo
(4) Métodos de cosecha

(5) Produccidn

&

Caracteristicas bromatolégicas

(7

Enfermedades.-

En México, I. aquatica ha sido objeto de diversas
investigaciones ya que constituye una alternativa potencial para
aprovechar terrenos hdmedos en donde pocas plantas  forrajeras

prosperar{an.

Las primeras observaciones sobre su crecimiento y consuma por
animales se han realizado en el Centro Regional de Ensefanza,
Capacitacién e Investigacién para el Desarrolloc Agropecuario del

Trépico Himedo (CRECIDATH) del Colegio de Posgraduados, en donde

10



se ha empleado como alxmentn para la :éng@rda ‘de” ganado porcinag

(Olguin,1?B9 En- Pérez, {990{,~

Pérez (1990) realizé‘ una‘ serie’ de investlgacxnnes con el

prupésxtn de :nnocer 1a eFxcxencxa produ:tiva y Fntusxntétx:a de

tres :ultxvares de I.;aquat: cuandu son sumetx ﬁs ‘a' dxFerentes
condiciones ambientales (humedad. xntensidad 'de la " lux ¥y
temperatura de haja) y de manejo (método de cultivo, altura vy
frecuencia de corte). Encontré diferencias entre estas variedades,
en relacidn con el intercambio gaseoso como respuesta a la
diferente densidad de flujo foténico fotosintético (DFFF} y de
temperatura:

Lar variedad Improved large leaf presentd  la mas baja
conductancia para las diferentes temperaturas. Para las variedades
China y Large leaf la maxima conductancia se mantuvo, para todos
los niveles de DFFF, a upa temperatura de 15°%C y para la variedad
Improved large leaf a 30°C.

En cuanto a fotosintesis aparente, observé que la variedad
Improved large leaf presentd, para todos los niveles de
temperatura y DFFF, la menor tasa faotosintética en comparacién con
las otras dos variedades, entre las cuales 1la tasa fudé muy
similar.

Comparando la eficiencia de uso de agua se entontrd una mayor
eficiencia para la variedad China y menor y muy similar en las
otras dos variedades, las cuales difirieron sélo para las
temperaturas de 1S y 200,

En cuanto al rendimiento de materia seca, no encontrdé

11



diferencias entre las variedades para la misma condicidn de

humedad del suelo, pera el rendimienta fué mayor bajo inundacién.

En el CRECIDATH, Pérez y Villanueva (Pérez, com.pers.)
llevaron a cabo un trabajé con el propSsito de conocer los
polinizadores y los mecanismos de polinizacién en esta epecie.

Observaron, que a pesar de ser una planta de reciente
introduccidén en México, no presenta problemas de polinizacién bajo
condiciones de campo, siendo los principales polinizadores abejas
y avispas de las familias Halictidae, Anthophoridae, Vespidae vy

Apidae.

(7) ASPECTOS ONTOGENETICOS

Entre los primeros trabajos que han contribuido al
conocimiento de la embriclogfa de diferentes géneras
pertenecientes a la familia Convolvulaceae estidn 1los realizados
por Kenyan (1929), Juliano (1935), Tiwari (1934), Rao (1940),
Woodcock (1942) y por Sripleng y Smith (1960} (Jos, 19463).

Corner, 1976 En: Jos,1963, recopilé informacién sobre la
anatom{ a de la cubierta seminal de varios miembros de 1la familia
Convolvul aceae; Sampathkumar y Ayyangar (1982) describieron las
caracter{sticas morfoanatémicas de las semillas maduras de 33

especies de la familia, entre las cuales se encuentra I. aquatica.

Marquez (1986) estudiéd la estructura e histoquimica del

desarrolle de la semilla de Turbina corymbosa y sefiala las sitios

12



de la cubierta que pueden ser los responsables de‘la_dureza‘de la

semilla.

Murguf a (1986) realizé un  estudio ‘comparafiﬁn entre las
semillas maduras de dos especies arbéreas del género Ipomoea :  I.
murucoides e I. pauciflora. Encontrd que: laé semillﬁs san
morfolégicamente semejantes entre sf, perurdiFieren anatSmicamente
en el nimero de estratos epidérmicos que  constituyen 1la regién

adyacente al cojincillo.

Lépez—Curta,et al (1990) estudiaron el ciclo de vida vy
desarrollo de la semilla de Jpomoea » leucantha, ya que esta
especie reduce la produccidén y la comercializacidén del arroz en
MSxica- Encontraron que la planta presenta un ciclo de vida de 115
df as bajo condiciones de laboratorio. Por oatro lado, observaron
que la estructura de la semilla presenta las caracteristicas
distintivas de las semillas de la familia Convolvulaceae y que el
desarrollo del embridn es sustentado por el endospermo y por el
pardénquima de la testa.

Ponce, et al (1990} estudiaron el desarrollo de la testa de
Ipomoea purpurea, relacionando su estructura e histoquimica con la
impermeabilidad al agua. Encontraron que el dJnico tegumento del
&Svulo se transforma en una cubjerta seminal Fformada por cuatro
capas: la epidermis, la subepidermis, el esclerénquima en
empalizada y el parénquima; y de acuerdn con 1la estructura e
histoquimica de la cubierta, concluyeron que la suhepidermis el

esclerénquima en empalizada y la cutfcula que separa la testa del

13



endospermo pueden estar relacionados con la impermeabilidad de 1la

testa al agua.

Gutiérrez (1990) estudidé  1la anatomia e histoquinmica del
desarrollo de la semilla de Dichondra sericea con el objeto de
aportar elementos estructurales para 1la mejor comprensién y
ubicacién taxondmica del género, ya que se tienen algunos estudios

que muestran gran palémica en cuanto a su clasificacidén.

El Gnico trabajo sobre el desarrollo de 1la semilla de .
aquatica, es el de Jos (1963); en ésté se compara la estructura
seminal con la de otros géneros pertenecientes a la misma familia.

E1 autor encontrd que las flores son pentdmeras y que poseen
un gineceo tri o tetralocular con unp o dos $vulos por léculo; el
ovario es globoso y el estilo es largo con dos estigmas lobados vy
papilosos. Observs que el évulo es unitégmico, tenuinucelar vy
anitropo, presenta un corto funiculo a través del cual viaja el
haz vascular hasta alcanzar la regidén calazal y desciende por el
antirrafe, terminando cerca del wmicrépilo. El tegumento esti
constituido par una epidermis de c&lulas rectangulares con nGcleos
grandes y una capa uniestratificada de células hipodérmicas.
Después de esta capa observé aproximadamente 15 estratos de
células parenquimatosas.

El gametofito femenino es monospérico octanucleado. El  saco
embripnario es angosto, recta y se extiende casi a tode 1lo largo
del Svulo. Después de 1la Ffecundacién, la divisédn del nacleo

primario del endospermo y la del cigoto ocurren casi

14



simultaneamente.

El endospermo es nuclear pero mids tarde llega a celularizarse
desde la regién micropilar a la calazal.

La primera divisién del cigoto es transversal y da lugar a una
célula apical hacia la regidn calazal y una célula basal hacia la
regidén micropilar, esta dltima célula Farma un suspenser masivo de
forma piramidal mientras que la cé&lula apical se divide vy
diferencia en el embrién. En etapas tardfas el cotiledén es
bilgbado y sus células no sen homogéneas. Entre las células
parenguimatosas abservd otras células de mayor tamaffo y con un
icleo muy grande.

Finalmente, observé que en el tegumento se suceden una serie
de cambios histolégicos para dar lugar a la cubierta de 1la
semilla, la cual estid formada, al final del desarrollo, por una
epidermis, subepidermis y por dos a tres estratos de células que
forman la capa del esclerénquima en empalizada; sin embargo, en la
regién micropilar esta Gltima presenta 5 estratos celulares. Se
tienen Gnicamente cerca de 10 estratos de células parenquimatosas,

el resto fueron consumidas por el embridn.

Datta y Biswas (1970) relaciaonaron la estructura de la
cubierta seminal con el proceso de germinacidén. Encontraron que la
capacidad de ggrmina:ién de las semillas disminufa gradualmente
canforme aumentaba el tiempo de almacenamiento y al mismo tiempo
observaron una pérdida considerable de humedad (Tabla 3).

El mayor porcentaje de germinacién se registré para las

semillas almacenadas durante 3 dias, con un contenidoa de humedad
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del 51.8B%Z. Después de 15 dias de haberse llevado a cabo la
casecha, el contenido de agua en las semillas decrecié hasta el 22
% presentando una tasa de germinacién del O0%Z.

Concluyeron que las semillas se encantraban en un estado de
latencia secundaria; con el objisto de encontrar las condiciones
favaorables que desencadenaran su germinacidn, se trataron con

' diFerehtes niveles de temperatura y fotoperiodo; sin embargo,
estos factores no promovieron la germinacidn.

Los embriones de las semillas almacenadas durante 15 dias
se incubaron, bajo luz y oscuridad, a 20 y 25°C, logrando germinar
24 haoras después. Estos resultados los conducen a concluir que los
embriones son viables y que la latencia secundaria esta dada por
el embrién mismoa.

Considerando 1la dureza de las semillas y 1a posible
presencia de una cubierta cerosa en relacidn con la
latencia secundaria! las semillas se escarificaron mecanica
(semillas talladas en la regién micropilar) vy quimicamente
(semillas tratadas con 4cido sulfdrico), logrando altas tasas de
germinacidne.

En la parte histolégica de esta investigacidén observaron que
una semilla inmadura presenta una epidermis bien definida y con
numerosos tricomas; al madurar, se deposita sobre las células
epidérmicas una sustancia de color café y se desarrollo una
cutf{cula obscura.

Seffalan que, al iqual que Ipomoea crassicaulis, las semillas
de I. aquatica son bitégmicas, presentando una testa externa y un

un tegmen interno.
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Observaron que la testa esté constituida por 3 aAB estratos de
células columnares con paredes gruesas y de lumen angosto
(macroesclereidas) y propusieron que el arreglic de estas células
le confiere 1la impermeabilidad al agua y a otraos factores
externos.€E1 tegmen consta de & a 10 estratos de células
parenquimatosas que contienen abundantes grianulos de almidén.

Fetas ultimas observacicones les permiton establecer que 1la
naturaleza de la latencia secundaria en las semillas maduras de I.
aquatica esti4 dada por la testa, la cual impide 1la permeabilidad

al agua y una total inhibicién de la germinacién.

Tabla 2: Efecto del almacenamiento sobre la germinacién y
contenido de agua en semillas de J, aquatica.

(Datta y Biswas, 1970).

DIAS DESPUES DE CONTENIDO DE HUMEDAD {PORCENTAJE DE
LA COSECHA (% PESO SECD) GERMINACION
] 146.2 £ 8.5 o
3 51.8 2% 4.3 as 7
& 37.7 * 3.2 3216
L] 34.3 t 2.8 2t I3
12 25.8 = 2.2 103
15 22.1 2 1.6 o
18 19.6 % 2.8 [¢]
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(B) LATENCIA

La semilla desempeffa un papel importante en la conservacién vy
diseminacién de las especies que la poseen (Esau,1987).

La doble fecundacién estimula el desarraollo y la
diferenciacidén del Svulo que culminan con la formacidén de una
semilla. El cigoto, producto de la fusién de uno de los nicleos
espermidticos con la ovocélula, da origen al embr idén, el cual
representa el desarrollo parcial del nuevo esparifito; el ntGcleo
primario del endospermo, resultado de la fusién de los nGcleos
polares y el segundo gameto masculino, da lugar al endospermo vy
los tegumentos forman la cubierta protectora.

De este modo, los diferentes detalles estructurales del &vulo
se conservan en diferentes grados du;ante su transformacién en 1la
semilla. Cada uno de estos sucesos ocurren en una serie de etapas
interdependientes que siguen una secuencia caracter{stica
(Bhogijwani y Bhatnagar,1981; Esau,1987).
€1 embrién sdlo, o el embrién y el endosperm0, ocupan el volumen
mayor de la semilla, mientras que los tegumentos sufren una serie
de cambios histolégicos significativos.

El micrdpilo puede permanecer visible como un poro
obliterado.

El funfculo es un pedanculo que une al $vulo con el ovarioj
cuando se separa la semilla del ovario se observa como una pequefia
cicatr{ z conocida como hilio (Esau,1987).

En &vulos bitégmicos la cubierta seminal puede derivarse de

ambos tegumentos (Gossypium sp, Ricinus sp) o bien, el tegumenta
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interno puede desaparecer durante la ontogenia de la.semilla y: la
cubierta’ gueda formada Gnicamente por el tegumento ‘,éxtanD

(Qucurbita:eae, Fabaceae ) (Bhojwani y Bhatnagar,1981).-

Larsemilla asi formada, =sique tres fases distintas
desarrol lo: :

Zn celular

¥ Fase de divisi
% Fase o etapa de crecimiento
* Periodo de acumulacién de sustancias de reserva .

% Feriodo de maduracién '

* E1 periodo de maduracién se caracteriza por una réduccién
general en el metabolismo debido a que la semilla ha perdido
humedad (Bidwell, 19793 Allison et al,1986). Cuando las semillas
alcanzan este ultima etapa, indicanm el estado inicial de una nueva
planta, la cual se desarrollard cuando se lleve a cabo el proceso
de germinacidn.

El agua es uno de los factores principales para que se realice
este procesn, ya que la semilla madura mantiene una condicién de
tumedad extremadamente baja (5-10%) en relacidn con su peso seco
(Larqué y Trejo,1990). De este modo, la rehidratacién de 1las
semillas constituye una etapa esencial para la germinacién.

Las semillas de muchas especies (Phaseclus sp, Pisum sp Iea
mays) pueden germinar inmediatamente despues de que se desprenden
de la planta madre si se tienen disponibles condiciones favorables
de humedad, temperatura y aereacidén.

Muchas otras semillas no germinan agn cuando se encuentran en

condiciones ambientales favorables. Este periodo, gue varfa de una

especie a otra se conoce como periodo de latencia (Bhojwani y
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Bhatnagar,1981).

En general, se reconocen dos mecanismos. que causan:. el lestado

de latencia en las semillas:

(1) Latencia impuesta par el embrién

(2) Latencia impuesta por la cubierta seminal o testa

El tipo mis coman de latencia es aquél, en el que el embrién
requiere de un cierto periodo de tiempo después de la cosecha
{postmaduracién) para poder germinar. Durante este periodo el
embridén puede sufrir una maduracidn estructural (Ranunculaceae) o
fisiolSégica (Rosaceae).
lLos cambios fisioldgicos pueden estar asaciados con la presencia
de inhibidores o bien, con la ausencia de promotores de
crecimiento (Bhojwani y Bhatnagar,1981; Bidwell,1979).

En algunas ocasiones las semillas viables no absorben el agua
de tal manera que la germinacién nao ocurre adn bajo cendiciones
favorables.

Las semillas que son incapaces de absorber el agua saon
comunmente tonocidas como semillas duras o impermeables v
representan el tipo de latenci; generado por la cubierta seminal o
testa (Quinlivan, 1971},

Las semillas duras se presentan en muchas especies de las
familias Leguminosae {Fabaceae), Anacardiaceae, Liliaceae,
Malvaceae, Convolvulaceae, Cannaceae, Geraniaceae, Solanaceae,
Chenopodiaceae y Rhamnaceae (Quinlivan,1971; Rolston,1978). Sin

embargo, varios autores concuerdan enp que esta condicidén es



especialmente caracter{stica de las  semillas ‘de- . la . -familia
Leqguminosae, de la cual se han derivado la'mayéria‘de los dstudios

sobre semillas duras (Watson,1948). =

A pesar de que se han realizado numernsas,Jinvest{ga;iunes* en
torno al tipo de latencia impuesto por 15: cubierta éemihal,
enisten discrepancias sobre 1lbs componentes ceiulares que le
confieren la impermeahilidad a la semilla. Algunos autores han
registrado que la cutficula constituye la barrera gque impide el
movimiento de agua hacia el interior de la semilla (Watson,1948;
Mckee, 1977; Rolston, 1978 ;Bevilacqua, et al, 198%).

También se ha considerado al esclerénguima en empalizada como
una caracter{stica comin de las semillas duras debido a s
estructura y naturaleza qu mica. Lute (1928), Raleigh ({1930}
Spurny (1272) En:Rolston (1978)atribuyen la dureza de la semilla
a los engrosamientos de la pared celular. Sin embargo, tambidn
s2 considera que la base de las células del esclerénquima
constituye lIa barrera de impermeabilidad debido a la presesncia de
lignina y sales. Otros autores la asmcian con  incrustaciones de
suberina y cutina. (Rolston, 1978).

Aungue Se conoce muy poco sobre la naturaleza y funcién de 1la
l{nea clara, muchos investigadores coinciden en seffalar gque esta
regién representa la barrera que impide el movimiento libre de
agua hacia el interior de algunas semillas de leeguminosas
(Watson, 1948; Mckee, 1977: Rolston,1978; Bevilacqua, et al,19853).

Hasta el momente, se ha atribuido el estado de latencia de 1la

semilla a una capa en particular de 1la cubierta seminal. 8in



embargo, algunos autores consideran que la dureza de la semilla
puede ser el resultado de la interaccidn de dos o mis capas.

Watson (1948) +trabaj% con 21 especies de la familia
Papilionaceae con el propdsito de relacionar la estructura vy
composicidén quimica de la cubierta seminal con la germinacién de
las semillas. Demuestra que las caracter{sticas estructurales vy
quimicas de la testa ho si&mpre se encuentran aspbciadas con las
especies que presentan bajos porcentajes de germinacidn. Se
abservd que las semillas de Melilotus ailbus, las cuales presentan
porcentajes de germinacién del 14%, tienen un esclerénquima en
empalizada con paredes engrasadas y con depésitos de cutina vy
suberina. Esta capa presenta una naturaleza muy similar en las
semillas de Melilotus officinalis, la cual presenta porcentajes de
germinacidén altos y bajos. Las osteosclereidas estin constituidas,
en la mayorfa de los casos, de materiales mids permeables de tal
manera que no representan un problema en la imbibicidn de las
semillas.

Coancluyen que la presencia de suberina y cutina en la capa
subcuticular y el engrosamiento y la naturaleza quimica de las
células malpigianas encontrados en cada especie justifican las
altas tasas de impermeabilidad.

Mckee et al (1977) trabajaron con semillas de Coronilla wvaria
con el objeto de determinar la regién o regiones de la cubierta
que se encuentran asociadas con la impermeabilidad. Concluyen que
la cutfcula, células de Malpigi, oOsteosclereidas y la capa de
aleurona influyen en la imbibicién de la semilla.

Bevilacqua et al (1985) concluyen que a pesar de que la
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cutfcula, la subepidermis y el Esclerénquimé en Emgaliiadg estén
invalucrados en el mantenimiento de la impermeabilidad, el estado
de latencia de las semillas de Cercis 5i11quastrum;ésta‘ dado por
la completa impermeabilidad del hilo y de una ééba'ha ‘eelular  de
naturaleza lipoide situada entre la suﬁerFf:iét<inteﬁna del
tegumento y el endospermo. . i

Estos trabajos apoyan los resultados obteE;AQQ' p;r "B;Iiard
(1973) En: Rolston (1978), en donde se conclﬁye que la
impermeabilidad de las semillas estd dada par debajo ' de 1la linea
clara, a niveles mis profundos.

Se han realizado numerocsos trabajos en donde se relaciona el
color de la semilla con la impermeabilidad al agua (Rolstaon,1978).

Marbach vy Mayer (1974, 1975) proponen que durante la
deshidratacién de las semillas de chicharo ocurre la oxidacién de
compuestps fendlicos localizados en la cgubierta bajo la accidén de
la catecol axidasa, lo que da lugar a cubiertas seminales
impermeables al agua. Debido a que 1la attividad de 1la catecol
oxidasa depende de la presencia de ox{geno, las condiciones de
almacenamiento y las que prevalecen durante el desarrolla vy
maduracidén de las semillas pueden afectar la permeabilidad.

Observaron también, que la actividad de 1la catecol oxidasa
incrementaba gradualmente durante el desarrollo de la semilla,
presentando su mixima actividad cuando las semillas empezaban a
perder humedad. Se propone que al aumentar el estres hidrice
tienen lugar una serie de reacciones gque dan como resultado

cambios en la permeabilidad y en el color de la cubierta.
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III ppyeTIVOS

OBJETIVO GENERAL 1
¥ Estudiar la estructura e histoquimica del deéarrallo de

semilla de tres variedades de Ipomoea aquatica.

OBJETIVOS PARTICULARES 1

% Establecer la etapa en la cual se inicia el depdsito
sustancias asociadas con la impermeabilidad al agua.

% Relacionar la estructura e histoquimica de la testa con
dureza de la semilla.

% Comparar la estrucfura e histoquimica seminal entre las

variedades de Jpomoea aquatica.
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IV MATERIAL Y METODOS

EY material de estudio se obtuvo de plantas de I. agquatica

correspondientes a tres cultivares de hoja ancha (Large leaf,
Improved large leaf vy China), mantenidas bajo condiciones de
invernaderoc en el Centro de Botanica del Colegio de

Faostgraduados, Texcoco,Edo de México.

Una vez que las plantas alcanzaron la etapa de flaracién, se
marcaron y polinizaron manualmente flores en antesis con el objeto
de asegurar la fecundaci&n de los Svulos y de obtener la secuencia
completa de la diferentiacidn del &vulo en semilla.

Se cosecharon flores en antesis, frutos en diferentes etapas
de desarrollo y semillas maduras.

La cosecha de los estadias tempranos de desarrollo se lievd a
cabo 24 horas después de haber polinizado las flores, las etapas
posteriores fueron cosechadas a intervalos de 5 dfas hasta los G5
df as despuss de la antesis, de tal manera que se tuvo un total de
12 etapas.

El periocdo de cosecha comprendié los meses de octubre a
diciemhre de 1990 y los meses de enero y febrero de 1991. Durante
este tiempo, las plantas se trataron con Protefel y Penfol para
controlar las plagas de mosquita blanca (Bremisia sp) y arafMa roja
{Tetranychus sp). También se aplicé un fertilizante a base de
f6sforao, nitrégeno y potasio, de acuerdo con Pérez (1990).

Antes del periodo de muestreo las plantas se sometieron a un
estrés hidrico vy se aplicaron metonil (lanatee) y propargite

(omite) para controlar las plagas antes mencionadas.
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ta temperatura y humedad relativa prevalescientes durante la
etapa reproductiva de la especie en cuestidén se registraron
diariamente con un Higroterm&grafo (Serdex, Pittsburg, P.A.
U.S.A.). (Tabla 3) (LLa temperatura y humedad media mensual se
obtuvieron a partir del promedio de los valores registrados
diariamente).

Se obtuvieron ejemplares que se depositaron en el Herbario de
la Facultad de Ciencias (FCME).

Se disecaron ovarios y semillas de cada wuna de 1las tres
variedades, se fijaron en F.A.A., se deshidrataron en series
graduales de alcohol etilico y se incluyeran en parafina de
acuerdo con la técnica de Johansen (1740}, considereando las
siguientes modificaciones para la infiltracién de semillas maduras
y préximas a madurar 3

% Escarificacién en la regidén calazal.

¢ Imbibicién en agua por un tiempo de 24 hrs.

% Seccionado de la semilla en pequeffos fragmentos.
% Eliminacidn del paso por xilol puro.

Las muestras obtenidas se seccionaron de 8 a 10 micras de
grasor en un Micrétomo Rotatario.

Para observar la estructura celular los cortes se
desparafinaron y se tifferon con la té&cnica doble Safranina—-Verde
fijo (E.M. Engleman,com. pers.)

En el anilisis histoquimico se aplicaron 1las siguientes
pruebas:

(1) Acido Pery&dico — Reactivo de Schiff (A.P.S.) (Polisaciridos

insolubles) (E.M. Engleman, com. pers.}.
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(2,
(3)
(4
3
t&)
7

a8

)
{10}
(11’

(12)

de

Negro de Naftol (Protef nas) (E.N;iqulem
Permanganato de Potasio (Téninos} f
Cloruro Férrice (Taninas) (:urti;{l}?ﬁ'ﬁ)
Sulfato Férrico (Taninas) : o

Rojo "0O" de Aceite (Lipididﬁs) (é:H.Eng

Cloroyoduro de Zinc (Cutina, suﬁeklna,

hemicelulosa (Jensen, 1962).

tugol (Almid&n) (Johansen, 1940).

Fluoroglucina Acido Clorhfdrico (Lignipa)’ {(Johansen, 19401,
Rojo de Ruteniao (Pectinas) (Curtis,1986). ’

Alizarina (Calcio) {Smith,1977).

Se hicieron observaciones de la morfolaogfa interna vy externa

las semillas en el Microscopio Estereoscédpico y en el

Microscopic Electrénico de Barrido (M.E.B.) JEQL JMS-35.

Procesamiento del material para las observaciones en el

Microscopio Electrénico de Barrido :

(1)

(2

Morfologfa externa:

Se trabajé con material deshidratado. Este se pegé en el
portamuestras con adhesivo de plata y se cubrié con aro para
su ohservacién.

Morfologfa interna s

Se trabajé con semillas hidratadas. El material se fijé en
Glutaraldehido ~ Paraformaldehido al 3% durante 24 horas, se
enjuagsd con amortiguador de Colidina (0.1M, pH 7.2) - Sacarosa

{0.12M) 1:1 diluido en agua destilada y se postfijé en
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Tetréxido de Osmio al 1%Z por 3I0 minutos. E1 material
nuevamente se enjuagdé con el amortiguador de Colidina -
Sacarosa y se deshidraté en series graduales de alcohol
etflico hasta alcohel al 100%; finalmente, se hizo un cambio
en acetona absoluta. El material se desecd a punto critico, se
pegé al portamuestras con adhesivo de plata y se cubridé con

aro para su observacién.

Se determind el color de las semillas maduras e inmaduras

tomando comg referencia £l catilogo de colores de Kornerup vy

Wanscher (1978).

28



V RESULTADOS

(1) MORFOLOGIA EXTERNA

tas plantas de las tres variedades de Ja aguatica presentan
tallos huecos de color verde claro.

tos tallos principales generalmente tienen un diametro mayor
al de los tallos secundarios o laterales de los cuales surgen,
alternadamente, las hojas y las flores. Fueden observarse pequefias
protuberancias asociadas a la porcién basal de los tallos
principales.

Las hojas son peciogladas, glabras y de color verde abscura, Se
distinguen, en una misma planta, hojas de forma lanceolada vy
triangular. E1 margen es entero y liso, la base acorazonada y la
punta aguda o redonda.

Los peciolos surgen individualmente de las ramas secundarias
y, al igual que las hojas, carecen de tricomas.

Las Fflores de las tres varisdades son hermafroditas Y
presentan simetrf{a radial (Lamina I fig-1». El caliz esté&
representado por cinco sépalos libres imbricados de colar
verde. Los pédtalos se fusionan para dar lugar a una corola
1nfundibuliforme de color blanco.

Los verticilos sexuales, androceo Yy gineceo, estan
constituidas respectivamente, por cinco estambres libres que
varian en longitud y por un ovario supero, bicarpelar, bilocular
en donde se observan dos Svulos por ldculo, unp de los cuales

generalmente es abortivo.
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Las flores son axilares Yy surgen en grupos de dos o
individualmente.

El fruto es una cipsula glabra indehiscente de color café
cuands ha madurado (LAmina I fig.2). Generalmente se producen tres
semillas, las cuales son de color blanco en etapas inmaciuras.

La semilla madura deshidratada es impermeable, pubescente y de
forma ligeramente ovalaaaj en la mayorfia se distingue una
superficie convexa y dos planas (Lamina I figs.3 y 4). En la cara
ventral de la semilla, hacia la regién micropilar, se encuentra el
cojincillo; &ste representa una superficie pubescente, ligeramente
hundida y de forma redonda (Limina I fig.5) -

La testa es de color café grisiceno a café obscura en la
variedad 1 (Large leaf) y de color café camello a café en la

variedad 2 (Large leaf impraved) y en la variedad 3 (China).

(2) FLORACION
Durante el periodo de cosecha se abservéd que la maAsxima

produccién de flores ocurre en los meses de octubre y diciembre.

La duracién de la antesis es de dia y medio.

30



LAMINA .-

Fig. 1 Flor en antesis "Fig.2 Fruto

Fig.3 Semilla madura deshidratada. . ' Fig.4 Superficie de la
M.E.B. 200X. semilla madura
Co (Cojincillo) deshidratada,

M.E.R. 2&61X.

Tr (Tricomas)

F1g.5 Cojincillo.
M.E.B. 600%.






) ANATOMIA E HISTOLGUIMICA
(3.1) ovuLo

El gineceo de las tres variedades de J. aquatica estid formado
por un ovario globoso y por un estilo sSlido y largo que culmina

en dos estigmas lobados y papilosos.

El ovario es hicarpelar, bilocular con dos évulos por 1déculo

{LAmina 1I fig.1).

El ovulo es crasinucelado, andtrapo, unitégmico y con
placentacién axial; se encuentra unido al ovario por medio de un
corto fupficulo a través del cual penetra el haz vascular (Lamina
II figs.2 y 3).El tejido vascular alcanza 1la reqién calazal vy
desciende por la antirrafe terminando muy cerca del micrépilo.

El saco embrionario es angosto y al igual que el canal
micropilar estid rodeado par numerosos grinulos de alimiddn (LAmina
11 fig. 4).

De las células que forman al saco embrignario dnicamente se
observaron las sinérgidas y 1los ndcleos polares de la célula
central, los cuales estidn muy desplazados hacia 1la regién
micropilar, ubicadndose por arriba de las sin¢érgidas (Lamina I
£ig.5).

Las sinérgidas son células muy grandes de forma cédnica cuyo
extremo mis agido estid dirigido hacia el micrépiloj su citoplasma

es denso y presentan una gran vacuola (Lamina 11 fig.6).
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El tegumento; eséé :’nn’stituid:ﬁ’pqr tres capas celulares :

Una prutndermi‘s é hipn'de'rmisl,'Furmadas hor ‘unh sé&lo 'estratu:'ﬁe
células pequefias de forma cabica y réctangular, de pared deléad; y
de nucleos grandes; y una capa -Furma.da por 18 a 22 estr;afos de
células parenquimdticas (Lamina III fig.1). k :

A partir de la antesis y durante la ontagemia ce la 7se4mi71717a se
suceden una serie de cambios estructurales e histoquimicos @

(1) El1 tegumento dari lugar a la testa

(2) E1 ndcleo primario del endospermo, producto de la unién de un
nidcleo espermitico con los ndcleos de la célula central, se
desarrollari en el endospermo

(3} E} cigoto, productao de la fusién del segundg gameto masculino

con la ovocélula, farmari el embrién.
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Fig.1

Fig.2

Fig.3

Fig.4

Fig.S

Fig.é6

LAMINA 71

Corte transversal de ovario.

Variedad Large lea¥f.

12.8X. Al negativo. Campo Claro. (C.C.)»
L (Léculo) .
Nec (Necterio)

Ov  (Ovulo)

Pov (Pared del ovario)

Ton (Saptzt

Corte longitudinal de botén floral.
Variedad Improved large leaf.

S00X. Al negativo. C.C.

CMM (Célula madre de la megaspora)
€Cp (Células parietales)

Ep (Epidermis)

Corte longitudinal de ovario en antensis.
Variedad Improved large leaf.

I3X. Al negative. C.C.

Co (Cpjincillo)

F  (Funfcula)

Ob (Obturador)

§ {(Saco embrionario}

Tg (Tegumento)

Corte longitudinal de botén floral 1 dia antes de
antesis.

Variedad Improved large leaf.

L6X. Al negative. C.C.

Alm (Almidon)

Cmi (Capal micropilar)

Pa (Parénquima)

S (Saco embrionario)

Corte 1longitudinal de ©vule un dia después de
polinizacidn.

Variedad China.

250X. Al negativo. C.C.

Np (Ndcleo polar)

8 (Saro embrionario)

Si (Sinérgida)

Corte longitudinal de &vulo 1 dia después de
polinizacién.

Variedad Improved large leaf

250X. Al negativo. C.C.

Emi (Extremo micropilar)

Si (Sin&rgida)

Ve {(Vacuela)

la






(3.2) DESARROLLO DE LA TESTA

tamana 111 fig.2).

El parénguima., con abundantes reservas de7almidén, empieza "a

ser degradado.

A los 10 dias, la protodermis se ha diferenciada en peguefifos
tricomas que adn conservan st ndcleo y citoplasma. |.a hipodermis
se divididé para dar lugar a dos estratos celulares: wuna capa
externa de células pequefias y rectangulares cuyo eje mayor es
es paralelo a la superficie de la semilla, la subepidermis; y una
capa interna de células rectangulares alargadas radialmente que se
diferenciaridn en el esclerénquima en empalizada (Lamina TI1I
ig.3).

Estas tres capas dan reaccién positiva al A.F.S5. evidenciando
polisaciridos insolubleg en las paredes celulares; los nicleos de
las células que las constituyen se tiffen de azul con el Azul Negro

de Naftol, indicando la presencia de proteinpas.
A los 15 dias, la capa interna de 1la hipodermis se dividié

periclinalmente para dar lugar a 3 o 4 estratos de Ttcélulas

elongadas radialmente (LAamina III fig.4).
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A los 26 dias, en esta misma capa, el estrato adyi:ente a lé
subepidermis se distingue de 1los internos por presentar  una
elongacién radial mayor (Lamina III fig.5)

Las células parenguimiticas crecen, su citoplasma se reduce y

el nidcleo es desplazado hacia la periferia.

A los 30 dias las cetulas subepidérmicas conservan adn  su
nicleec. Aumenta el grosor de las paredes celulares del
esclerénquima ¥, en esta capa, se observa un aumento de tincidén,
tanto para safranina como para algunos de los reactivos utilizadas
en las pruebas histnquimicas, a partir del tercio interno del
primer estrato.

A partir de esta etapa se empieza a observar una linea clara
en el estrato mas externo del esclerénquima en empalizada.

Las cé&lulas parenquimdticas continuan consumiéndose, el
estrato subyacente al eclerénquima en empalizada presenta pequeffos
cristales de forma geomdtrica que no reaccionaron con la prueba de
Alizarina, sin embargo, son birrefringentes bajo 1luz polarizada,
por lo gque probablemente sean de oxalato de calcio (Lamina [III
figs.6 y 7).

La prueba de A.P.S. fue positiva en las paredes celulares de
las cuatro capas que constituyen la testa, sin embargo, la
reaccidn fue mis intensa a partir del tercio interno del primer
estrato del esclerénquima en empalizada. Este mismo patrén de
tincidén se observé coen safranina.

El Rojo de Rutenio dié reaccién positiva en la subepidermis vy

en el esclerénquima en empalizada, evidenciando 1la presencia de
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pectipas. Si bien la reaccidn  no ! es - tan in{ensa;.‘presentp el

patrén abservado con A.P.S. y safranina. .’

La presencia de l{pidos se observérﬁnn 1a E}ueba Hé éé}n:ﬁ &é
Aceite en subepidermis y en los dos tercios eﬁterﬁps'l del
primer estrato del esclerénquima en empalizada. : :

Los taninos se presentan en epidermis y subepidermis.

Con el Cloroyoduro de Zine se ohservan reaccicnes diferentes
en la testa 3

Amarillo en epidermis y subepidermis, indicando la presencia
de cutina o suberina; gris en los dos tercios externos del primer
estrato del esclerénquima, marcando probablemente la presencia de
depdsitos secundarios y azul en los estratos restantes indicando

la presencia de celulasa o hemicelulesa.

lLa testa en la semilla madura queda Fformada por 4 capas

celulares diferentes :

(1) Epidermis uniestratificada transformada en tricomas

(2) Subepidermis uniestratificada

(3) Capa de escleréngquima en empalizada formada por 3 a 4 estratos
de c¢élulas alargadas en direccién perpendicular a la
superficie de la semilla y de gruesas paredes

4

-

Parénguima que ha gquedado reducido a wuna capa de paredes
celulares comprimidas (Lamina III fig.8).

En esta etapa los resultados histoquimicos presentan el patrén
descrito anteriormente. Sin embargo, las paredes celulares del
parénquima se tifen intensamente con A.P.S. y Rojo de Rutenio.

Esta tGltima capa queda separada del endospermo por una

35



.Fig.1

Fig.3

Fig.S

Fig.7

LAMINA IXI

Corte longitudinal de
Svulo 1 dfa despuss
de la polinizacidn.
Variedad China.

100X. Al negativo.C.C.
Hd (Hipodermis)

Pa (Parénquima)

Pd (Pratodermis)

Pov (Pared del ovario)

Corte longitudinal de
semilla 10 dias depués
de la polinizacidén
Variedad Large leaf
100X. Al negativo. C.C.
Alm (Almidsn)

Ee (Esclerénquima en

empalizadal
Nu (Nicleo)
Pa (Parénquima)
Se (Subepidermis)
Tr (Tricomas)

Corte longitudinal de

semilla 26 dfas después

de la polinizacién.

Variedad Improved large

leaf.

102.4X. Al negativa. C.C.

Ee (Esclerénquima en
empalizada)

Se (Subepidermis)

Corte longitudinal de

semilla 30 dias después

de la polinizacién.

Variedad China.

66X.A1 negativo.C.C.

Ee (Esclerénquima en
empalizada)

Lc (l{nea clara)

Pa (Parénguima)

Fig.2 Corte longitudinal

Fig.4

Fig.&

de ovario.
Variedad Ipraved
Large leaf

100X. Al negativo
c.C.

Hd (Hipoderamis?
Pa - (Parénquima)
Pd (Protodermis)

Corte longitudinal
de semilla 15 dias
despuds de la
polinizacién.
Variedad China.
40X. Al negativo C.C.
Ee (Esclerénquima
en empalizada)
Pa (Parénquima)
Se (Subepidermis)
Tr (Tricomas)

Corte longitudinal

de semilla 30 dfas

después de la

palinizacison

Variedad Improved

large leaf.

&6X. Al negativo.

cC.c.

Cr (Cristales)

Ee (Esclerénguima
en empalizada)

Ep (Epidermis)

Pa (Parénquima)

Se (Subepidermis)

Corte longitudinal

de semilla 50 df{as

después de la

polinizacidn.

Variedad China.é4X.

Al negativo. C.C.

Ale (Aleurona)

Cut (Cutfcula)

Ee (Esclerénguima
en empalizada)

Enc (Endospermo co
celular)

Pa (Parénquima)






cutf{cula que da reaccidn bgsitivéxa, llpiqas

pectinas; - cutina 'Y

(LAmina Il fig.8):.

Hacia el extremo calazal de la semilla se una cAmara

que se aorigina por la Fnrmaéién Tde de - tej{dn
parenguimatosa el cual lleva una ramificacién “del “haz® vascular

(LAmina VI fig.1}.
(3.3) DESARROLLO DEL COJINCILLO

£1 tegumento en la regién comprendida entre el funfcule y el
micrépilo, el cojincillo, (LAmina II €ig.3) y la =zona adyacente,
tiene un desarrollo diferente al observado en la mayor parte de la
semilla.

En el cojincillo, la protodermis estid formada por un estrato
de células rectangulares alargadas radialmente, la mayorfa de
estas células se han dividido anticlinal y periclinalmente para
dar lugar a dos estratos de células cuadradas de pared delgada Yy
ndcleos grandes (Limina IV fig.1).

t.a hipodermis es uniestratificada, las células son de forma
cibica y algunas se han dividido en el plano periclinal dando como
resultado dos estratos de células pequeas y rectangulares cuyo
eje mayor es paralelo a la superficie de la semilla (Limina IV

fig. 1}

Diez df as después de la antesis la protodermis sufre de 2 a 3

divisiones mi&s para dar lugar a una epidermis maltiple formada por



4 a 5 estratos de células pequefias.

La hipodermis externa, a diferencia de lo qué ‘ocurre -en ‘el
resto del tegumento, se transforma en una Eapé dé EEluias
subepidérmicas que se dividen periclinalmente.

Las células de 1la hipodermis interna se han dividido
periclinalmente para formar dos estratos celulares (Lamina IV

fig.2

A los 15 dfas, las células epidérmicas mis externas se
diferencian en tricomas, los tres estratos subyacentes son de
forma rectangular y uno de forma redonda.

El estrato ubicado por arriba de la subepidermis se elonga en
direccién perpendicular a la superficie de la semilla.

La subepidermis estid formada por 2 a 3 estratos de células
rectangulares alargadas radialmente.

La hipodermis interna se divide de 1! a 2 veces mis para formar
la capa de esclereidas que se continua con el esclerénquima en

empalizada del resto de la testa (Lamina IV fig.3).

A los 20 dfas, el cambio mas evidente es la elongacién radial

del estrato mis interno de la epidermis (Limina IV fig.4).

Después de los 30 dias la epidermis y subepidermis del
cojincillo dan reaccidén positiva a polisac&ridos insolubles,
taninos y protefnas. La prueba de Cloroyocdura de Zinc y Rojo de
Rutenio fueron positivas en la epidermis mgltiple

evidenciando respectivamente, cutina o suberina y pectinas.
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LAMINA IV

Fxg 1 Corte long:itudinal de Svulo (acercamientc del cn;:ncxllo) 1

Fig.2

Fig.3

Fig.4

Fig.5

Fig. &

dia después de la polinizacién.

Variedad Improved large leaf.
2.4%. Al negativo. C.C.

Co (Cojincille)

F  (Funiculao)

Hd (Hipodermis)

Ob (Obturador)

Pa (Parénquima)

Pd (Protodermis)

Corte 1longitudimal de semilla 10
polinizacidn,

Variedad Large leaf.

204.8¥%. Al negativo. C.C.

Epm (Epidermis maltiple)

Hde (Hipodermis external

Hdi (Hipodermis interna)

Corte 1longitudinal de semilla IS
polinizacién.

Variedad Improved large leaf.
102.4X,. Al negativo. C.C,

Ee (Esclerénquima en empalizada)
Epm (Epidermis maGltiple)

Se {(Subepidermis)

Tr (Tricomas)

Corte 1longitudinal de semilla 20
polinizacién. )
Variedad China.

25X. Al negative. C.C.

Ee (Escleréngquima en empalizadal.
Epm (Epidermis mdltiple)

Pa (FParénquima)

Se (Subepidermis)

Corte 1longitudirnal de semilla 20

dfas dgqués

dias después

d{ as después

df as después

polinizacién (regién adyvacente al cojincilo).

Variedad Improved large leaf.
&4%. Al negative.C.C.

Ee (Esclerénguima en empalizada)
Ep (Epidermis)

Se (Subepidermis)

Tr {(Tricomas)

Corte longitudipal de semilla madura
adyacente al colincillo).

Variedad Large leaf.

30%. Al negativo.C.C.

Ee (Esclerénquima en empalizada)

Ep (Epidermis)

Se (Subepidermis)

deshidratada

de la

de ia
de 1la
de la
(regién
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En la regién adyacente al cojincillo la protodermis se divide
periclinalmente y forma de 3 a 4 estratos, de los cuales el mis
externo se diferencia en tricomas .Esta condicidn se observa hasta
que la semilla ha madurado. Sin embargo, las paredes celulares se
han engrosado nptablemente y su contenido present; depdsitos de

taninos (LAmina IV figs.S y &).

(3.4) DESARROLLD DEL. ENDOSPERMO

El desarrollo del endospermo corresponde al tipo nuclear.

Los nadcleos libres y el citoplasma se distribuyen en el margen
de la célula centrél, ya que una gran vacuola ocupa 21 centro de
esta célula (LaAmina V fig.1).

La formacién de paredes celulares 1inicia en 1la regién

micropilar, diec dfas después de la antesis (Lamina V fig.3).

A los 20 dlas, el endospermo se ha celularizado totalmente;
las células son grandes, de pared delgada y forma irregular, lo
que en conjunto da lugar a un tejido de apariencia laxa en donde
se depositan grandes reservas de almidén. Los granulos de almiddén
varf{an en tamaffo y se distribuyen bisicamente en el margen del
tejido (Lamina V fig.2). Las células periféricas son pequefas vy
adn conservan su material nuclear.

Conforme €1 desarrollo avanza, el endospermo va siendo

consumido por el embrién.

A los 26 dfas, se observan dnicamente paredes celulares vy
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aumentan las reservas de almidén, el cual se  sigue hdistribuyendo
en la periferia del tejido.

En la semilla madura casi todo el endospermo se ha. copsumido,
quedando dnicamente paredes celulares (Endospermo no celular) que
se tifen intensamente con A.P.S. y una capa de cé&lulas vivas {(Capa
de Aleurona) formada por uno a tres estratos de .células pequefias

zon abundantes reservas protéicas (Lamina III fig.8).

{3.%) PEGARROLLOD DEL EMBRION

La etapa mis joven observada durante la embriogénesis de I.
aquatica corresponde a la etapa de embrién gleobular, diez dias
despuéds de la antesis (Lidmina V £ig.3).

Las células del embridn son pequefias, generalmente cabicas vy
de ndcleos grandes.

El cuerpo del embrién estid conectado, bhacia 1la regisn
micropilar, con un tejido amorfo, el suspensor. Las cédlulas que 1o
constituyen son irregulares, su nicleo es pequefio y excéntrico;
las células que se continuan con el cuerpo del embrién. son

pequefas, a diferencia de las ubicadas hacia la regidén micropilar.

A los 15 dfias, se ohservan 1os primordios cotiledonarios, el
embrién ha crecido hasta alcanzar la etapa de corazén. El

suspensar es periforme y masivo (Lamina V fig.4).

A los 20 dlas, se observan tres grados de desarrollo :

En la variedad Large leaf, atn se conserva el suspensor, el



cual presenta depésitos de almidén; el eje embrionario es pequefio
y los cotiledones ya se han diferenciado (Liamina V fig.5).

En las variedades Improved large leaf y China, s@ observa la
continuidad del procambium entre los cotiledones y el eje
embrionario, los cuales se han elongado agn mis (Lidmina V figs. &
y 7).

Estos diferentes grados de desarrollo corresponden a la etapa
torpedo e inicia el depésito de almidén, el cual se distribuye en
logs cotiledones y en la base del eje embrionario. Conforme
continua el desarrollo, el depésito de este polisacdridao va

aumentando.

A los 26 dias, los cotiledones empiezan a plegarse e inicia la
diferenciacién de las células laticiferas:

Entre lés células cotiledonarias se observan células muy
pequefas, de forma redonda, citoplasma granuloso y nicleo grande;
estas células aumentan de tamafio y presentan una vacuola central.

La vacuola aumenta de volumen, de tal manera que el citoplasma
y el nmicleo van siendo desplazados hacia la periferia de la
célula. Debido a la posicien de la vacuola, el citoplasma se
observa como un anillo o aro dentro de 1la célula y presenta
escasas reservas de almidén y protefnas.

En las siguientes etapas de desarrollo, en algunos
latic{feros, 2l "anillo” de citoplasma y el ndcleo ya no se

observan, ya que la vacuola ha ocupado toda la célula.

A los 30 dtas, el eje embrionarico es muy largo y los
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cotiledones han alcanzado la regién calazal. Entre las células
cotiledonarias se abservan diferentes etapas de desarrollo de las
células laticiferas, desde <«élulas con citoplasma "anillado",
hasta células en donde se han perdido completamente el citoplasma
y el nidclec, por 1o que se consideran como células latice feras
maduras (Lamina V fig.8).

A partir de esta etapa la composiclan guimica del contenido de
las células del embridn empieza a cambiar.

El material de reserva predominante sigue siendo el almidén,
sin embargo, se empiezan a ohservar pequefos grinulos que se tifien
de azul con los reactives Azul MercGrico de Bromofenol vy Agzul
Negro de Naftol, lo que indica la presencia de prote{nas. A los 50
df as ésta constituye la principal molécula de reserva, el almidén
ha sido pricticamente consumida.

La presencia de taninos se evidencié UGunicamente con el
Sulfato Férrico en el contenido de las cé&lulas epidérmicas de los
cotiledones (Lamina V fig.?).

l.a semilla madura deshidratada presenta un embridn de color
crema que ocupa la mayor parte de la semilla.

Cada cotiledén es bilaobado, presenta numerosas células
laticsf feras y su plegamiento corresponde al tipe longiplicado

{(LAmina VI fig.2).

En las figuras 1, 2 y 3 se resumen los cambios histoquimicos
que se llevan a cabo durante el desarrollo de la semilla. Las
reacciones ocurren bisicamente en las paredes celulares, sin

embargo, Gnicamente en la regién adyacente al cojincillo el
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Fig.1

Fig.?~

Fig.5S

Fig.7

Fig.%

LAMINA V

Corte longitudinal de
semilla 10 df as después
de la polinizacien.
Variedad Large leaf
100X. Al negativo. C.C.
En (Endaspermo nuclear)
Nu (Nacleo)

S {S5aco embrionario

Corte longitudinal de
embrién 10 di as después
la polinizacién.
Variedad Large leaf.
52.8X. Al negativo. C.C.
Cem (Cuerpo del embrisn)
Ec (Endaospermno celular)
Su  (Suspensor)

Corte longitudinal de
embri&n 20 df as después
de la polinizacién
Vairedad Large lea¥.
33X. Al negativo. C.C.
Cot (Cotiledones)

Eem (Eje embrionario)
Su  (Suspensot)

Carte longitudinal de
embrién 20 df as después
de la polinizacién.
Variedad Improved large
leaf.

13.2X. Al negativo C.C.
Cot (Cotiledones)

Eem (Eje embrionario)
Pa (Parénquima)

Pc  (Procambium)

Sep (Septo)

Corte longitudinal de
cotiledén de embrisn
maduro.

Variedad Large leaf

Fig.2

Fig.4

Fig. &

Fig.8

Corte longitudinal
de semilla 18 dfas
despuds de la
polinizacidn.
Variedad Large leaf.
&64X. Al negativo.
Caontraste de fases.
Alm (Almidésn)
Ec {Endospermo
celular)

Corte longitudinal
de embrién 15 dias
después de la
palinizacién.
Variedad Large leaf.
33X. Al negativo.C.C.
Cem (Cuerpo del
embridn)

Su (Suspensor)

Corte longitudinal de

embrién 20 dfas

después de la

polinizacidn.

Variedad China

13.2X. Al negativo.

c.C.

Cot (Cotiledones)

Ee (Escleréngquima en
empalizada)

Eem (Eje embrionario)

Hv (Haz vascular}

Pa (Parénquima)

Sep (Septo)

Su (Suspensor)

Corte longitudinal de
cotileddén 35 dfas
después de la
polinizacidn.
Variedad China

102.4X Al negativo
Cc.C.

Cot (Cotiledén)

Lat (Latic{fero)

Ve (Vacuola?

100X. Al negativeo C.C
Cot (Cotiledén)

Ep (Epidermis)

Tan (Taninaos)






LAMINA yI -

Fig.1 Morfologia interna de la sre‘mrilnlyaj (naq@'r;_a égéﬁéﬂratédé. :
V M.E.B. 240X. ' )

Cam (CAmar‘a)

Cot (Cotileddn) R ik ’ L

Eem (Eje embriaonario) :

Hv  (Haz vascular)

Fig.2 Embrién de una semilla madura deshidratada.
M.E.B. 180X.
Cot (Cotileddn)

Rad (Radicula)






contenido de las células epidérmicas reacciona positivamente al
Cloruro Férrico, indicando la presencia de taninos.

La prueba para protefnas fue positiva en las nacleos de la
epidermis y subepidermis de los 10 a los 15 dfias después de 1la
polinizacién, y en gl esclerénquima en empalizada de los 10 a los
25 dias después de la polinizacién. Esta prueba también Ffué
positiva en el lumen celular de las esclereidas y de la epidermis
miltiple del cojincillo en las Gdltimas etapas de desarrollo.

En la figura 3 se presenta la relacién existente entre la
embriogénesis y el desarrolla del endospermo. Durante estos
eventos, el A.P.S. reacciona en las paredes celulares del embrién
y del endospermo. AGn cuando el Clorayoduro de Zinc no es una
prueba especifica para el almidén, <&ste se observé durante el
desarrolle del embridn, desde la etapa 20 hasta 45 dias después de
la polinizacién. En el endospermo también se depositd almiddn
durante el desarrollo de la semilla; el polisacirido se empezd a
evidenciar desde etapas muy jévenes hasta 45 dias después de la
polinizacién, posteriormente sélo se observéd en las células de

aleurona junto con protefnas.
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SIMBOLOGIA CORRESPONDIENTE A LAS FIGURAS 1, 2 Y 3 5

A.P.S = Acido Peryddico Reactivo de Schiff
A.M.B Azul Mercdrico de Bromofenol

R.GQ.A Rojo "0" de Aceite

P.P. Fermanganato de Fotasio

C.Z. = Cloroyoduro de Zinc

Folisacaridos insolubles

-—
-
-
-—
-

H

FProtei nas

= Taninos

!

= Lipidos

HITI
ZZZZZ = Cutina y suberina

= Celulpsa y Hemicelulosa

En las semillas maduras deshidratadas se aplicé Cloruro Férrico 'y
Sulfato Férrico para detectar Taninos.
A partir de los 30 dias después de la polinizacién se apliecs Azul

Negro de Naftol para evidenciar Protefnas.

43



Figura 1: HISTOGUIMICA DE LA EPIDERMIS Y SUBEPIDERMIS DE LA . TESTA

DURANTE EL DESARROLLO DE LA SEMILLA DE I. aquatica.

EPIDERMIS

B T L
A.B.B
N
P.P.
R.D.A)_
‘ez |
o s
A.P.S :
A L T L L T AT TR
A.M.B.
T
P.P. |
R.0.A.
C.2Z.
oo =

10 a5 L 20 I 25 | 50 | 83 | 4«0 | 45 | 50 | o3 | sMp

TIEMPO (DIAS DESPUES DE LA POLINIZACION)
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Figura 2: HISTOQUIMICA DEL ESCLERENGUIMA "EN EMPALIZADA Y DEL
PARENQUIMA DE LA TESTA DURANTE EL DESARROLLO DE LA

SEMILLA DE J. aquatica

ESCLERENQUIMA EN
EMPALIZADA

A.P.S.

WIHHHINHNnEinnmanmmnnmnm

[ LUV R R i e e e e e e e

T
PARENQUIMA

A.P.S.

1lllllillll!lllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIlIlIIIlIIlIIIIlIII

I FERVTH PP PR e e
I e

10 T 45 T 20 1T 25 ao a5 ) 40 | 45 | so | ss | sup

TIEMPO (D1AS DESPUES DE LA POLINIZACION)

45



Figura 3: HISTOGUIMICA DEL COTINCILLO DURANTE EL DESARROLLO DE LA

SEMILLA DE I. agquatica.
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Figura 4._: HISTOGUIMICA DEL DESARROLLO DEL’ EMBRION Y ENDOSPERMO DE

1. aguatica.
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Tabla 3: TEMPERATURA Y HUMEDAD RELATIVA REGISTRADAS ~EN EL

INVERNADERD DURANTE EL PERIDDO DE MUESTREOD.

TEMPERATURA °C HUMEDAD %
MES
MAX. MIN. MAX. MIN.
OCTUBRE 29.4 15.39 87.28 47.42
NOVIEMBRE 28.8 12.55 80.62 45.19
DICIEMBRE 28,36 10.95 76.28 40,64
ENERO 29.12 13.17 78.21 44,35
FEBRERO 28.58 13.93 89.13 43.49

48



VI prscusion .

(1} MORFOLOGIA EXTERNA

Se han registrado gran nimero de cultivares de J. aquatica,
sefialando que la diferencia entre ellos radica en la forma vy
tamafic de las hojas y en el color de los tallos y las flores.

De acuerdo con Ruberté y Martin (1975 la diferencia mas
importante es la que existe en las formas de cultivo. Por otro
lado, Yamaguchi (1983) relaciona el tipo de cultivo con 1la forma
de la hoja : "“Chiarg Quat"” (hoja angosta) es el tipo de cultivar
adaptado para condiciones de secano, mientras que el de hoja
ancha, "Pak Quat", es mejor para el cultivo de inundaci&n.

Considerando la morfologfa vegetativa, no se observaron
diferencias entre las variedades estudiadas. La temperatura vy
humedad relativa se mantuvieron constantes durante el periodo de
muestrea (Tabla 3); probablemente, bajo estas condiciones no se
exprese el fenotipo que nos permitirf{a diferenciarlas o bien, se
trata de una misma variedad.

Se detectaron diferenciass pero relacionadas con la produccidn
de flores y frutos, siendo la variedad Improved large leaf la que
presentd mayor produccién.

De acuerdo con Pérez (1990), existen diferencias fisiolégicas
entre las variedades Large leaf, Improved large leaf y China. §in
embargo, estas diferencias, as{ come las propuestas por otros
autores (Tisbe Y Cadiz, 19673 Edie, 1969; Herklots, 19773

Yamaguchi. 1983 y Tiwari y Chandra, 1985) pueden ser modificadas por
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factores: -ambientales.

El desarrollo de la semilla, en las tres variedades, fué de 55
df{as; de acuerdo con Cornelis, et al (1985) y Pérez (com. pers.)
la ontogenia de la semilla de I. aquatica es de aproximadamente
35 df as. Esta diferencia puede atribuirse a las condiciones bajo
las cuales se encontraban las plantas antes y durante la
floracién, asf{ como durante el desarrollo vy madurqcién de la
semilla.

Probablemente este periodo se prolong® por : la edad de las

plantas y/o por la aplicacién de fertilizantes y plaguicidas.

(2) ANATOMIA

El ovario, en los distintos géneros de 1a familia
Convolvulaceae, es sincirpico; sin embargo, el ndmero de carpelos
que lo forman es variable.

Se ha observado que el opvario de Ipomoea rubrocaerulea
{Woodcock, 19242, Ipomoea sinuta, Ipomoea carnea {Kaur v
Singh, 1970), Turbina corymbosa (Marquez, 1986) y Dichondra sericea
(Gutiérrez,1990) estd formado por 2 carpelos; por 2 a 3 en
Convolvulus arvensis {Sripleng Y Smith, 1960}, Rivea
hypocrateriformis e Ipomoea purpurea (Govil,1971); paor 3 en J.
purpurea (Ponce, 1990); por 3 a 4 en Ipomoea pestigridis e I.
aquatica (Jos,1963) y por 4 carpelos en I. 2 leucantha
(Léprz~Curto, 1990). En este trabajo se encontré gque el ovario

de I. agquatica esti formado por 2 carpelos; tales resultados no
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coinciden con las observaciones realizadas por Jos‘ (_1563;)"‘, qulen
seffala que el ovario estid formado por- 3 a 4‘ c:arpélos;" Tal
discrepancia puede atribuirse al nivel del corte, ya que 5’9— han
observado falsos septos que en algunos casos llegan a.; div,idir‘ al
ovario (Wilson, 1960 En: Lopez-Curto,1987). ’ 7

Como en todas las especies estudiadas, el Svulo de I. aquatica
es anstropo, unitégmico y fumniculado. Datta y Biswas (1%970)
registraron que el dvulo de . agquatica es bitégmico, sin embargo,
el trabajo carece de un estudio ontogenético que apoye tales
observaciones.

El saco embrionario es recto y angosto y, al igual que el
canal micropilar, se encuentra rodeado por numerosos granulos de
almidsn. La presencia de este carbohidrato se ha observado en
otras especies de la familia (Marquez, com. pers.)

Existen discrepancias sobre la presencia de células
parietales en los diferentes géneros de la familia (Dahlgren, 1927;
Marthur, 1934 En : Sripleng y Smith, 1940; Marquez, 1986) . Sin
embargo, en varias especies se bha caracterizado al dvulo coma
crasinucelado : Ipomoea l1leari, Jacquemontia violaceae, Tpomoea
pulchella, Ipomoes horsfalliae, Ipomoea obscura, Ipomoea sepiaria,
Operculina turpethum, I. sinuta, I. purpurea, I. carnea (Rao, 19403
Ran, 1944 En: Marquez, 1986) y en 7. corymbosa (Margue:z, 1986)

Sampathkumar y Ayyangar (1982) observaran que los évulas de 33
especies de la familia son generalmente crasinucelados, pero no
seffalan cuantas y cuiles son las especies que presentan esta
caracter{stica.

Jos (t943), observé que I. aquatica presenta un Svulo
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tenuinucelado, pero en este trabajo se observé claramente que la
célula madre de la megaspora tiene una posicién subhipodérmica,
por lo que se le considera como crasinucelado.

En la mayor{a de los Svulos de la familia Convolvulaceae el
haz vascular se extiende mis alld de 1la calaza, casi hasta el
micrédpilo. D. sericea (Gutiérrez,1990) vy Evolvulus alsinoides
(Tiagi y Bupta, 19463 En: Gutiérrez, 1990) son las excepciones, vya
que el haz vascular penetra por el funfculo, recarre la rafe vy
finaliza en la regién calazal.

De acuerdo con Corner, 1976 En: Gutiérrez, 1990, el haz
vascular no se ramifica, sin embargo varios autores han encaontrado
ramificaciones dentro del &vulo (Sripleng y Smith,1940; Murguia
19846; Lépez-Curto,1987). En I. aquatica el haz vascular también se
ramifica, tal ramificacién se observa en el septo parenquimatoso
que forma la camara calazal.

El hecho de que en las Gimnospermas el haz wvascular presente
ramificaciones, su presencia en Angiospermas se ha cansiderado
como un caricter primitivo, sin embargo, este caracter se presenta

tanto en familias consideradas primitivas como avanzadas.

La testa de I. aquatica estsd constituida por una epidermis vy
subepidermis uniestratificadas, un esclerénquima en empalizada
formado por 3 a 4 estratos celulares y una capa de cédlulas
parenguimaticas cuyo mdmero de estratos disminuye conforme avanza
el desarvollo. De acuerdo con MAarguez (1984) este patrén
estructural se ha observado en todas las semillas estudiadas, por

lo que se considera como un caricter diagnéstico de la familia
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Canvolvulaceae.

Las especies de la familia presentan una: epide

diferenciarse o no en tricomas.

Jos (1963) y Sampathkumar et al.(1982) reportan ' la’ ~presencia.

de estas estructuras en la semilla de-7I. aqhétiqé,fla‘qdé coincide
con las observaciones realizadas en este trapajé‘. ) :

Marquez (1986) menciona que las ecé&lulas epidérmicas de la
testa de las Convolvuliceas carecen de almidSn, por lo que se
considera como una caracteri{stica gue permite diferenciarlas de la
familia Cuscutaceae. En D. sericea e I. aquatica, se observaron
pequefios granos de almidén dnicamente en la epidermis de las
semillas inmaduras.

La forma de las células subepidérmicas varia en los diferentes

géneros. En I. aquatica, al igual que en C. arwvensis (Sripleng vy
Smith, 1940}, ITpomces pauciflora, Ipomoea murucoides
(Murgufa, 1986), JI. purpurea (Ponce,1990) e I, » leucantha

{(Lbpez-Curto, 1990) estas células son de forma rectangular y su eje
mayor es paralelo a la superficie de la semilla. En 7. t¢orymbosa
(MArquez, 1984), Jpomoea hispida y en Volvulopsis nummularia {Kaur
y 85ingh, 1987), el eje mayor es perpendicular a la superficie.
Gutierrez (1990) observd que la subepidermis de D, spricea, a
diferencia de las especies estudiadas, esti farmada por células
que se elongan radial y tangencialmente.

El narero de estratos celulares que forman la capa del
esclerénquima en empalizada también es variable; sin embargo, dste
se conserva constante en individuos de la misma aspecie

{Marquez, 1986) .
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Se han registrado de 1 a 2 estratos -;‘en V. :nu/nmularia Yy en
Jacquemontia tamnifolia (Kaur y Singh, 1987); "'2 Botratos an Ipomoea
angulata, Ifpomoea coccinea, I. hispida (Kaui‘ 'y Singh, 1987) y en
D. sericea (butiérrez,19790); 2 a 3 en R. “‘hypocrateriformis
{(Govil,1971), Ipomoea ramoni (Kaur y‘ Singh,1987), VT. corymbosa
(Marquez, 1986) e I. purpureaz (Ponce;1990)3 2 a 4 en 'I. murucoides
e JI. pauciflora (Murgufa, 1986); 3 en I. tenuipes, I. angustifolis
y en Mina lobata (Kaur y Singh,1987) vy de 3 a 4 en f. » leucantha
{(LSpe=-Curta, 1990} .

En todas estas especies el primer estrato de esclereidas es de
mayor longitud y presenta una (J. purpurea, D. sericea, C.
arvensis) o dos lfneas claras (I. x leucantha, I. murucoides e J.
pauciflora) .

Sripleng y Smith (1960) sefalan que el esclerénguima en
empalizada puede estar formado por 2 o mids estratos, sin embargo,
ésto no afecta la posicidn de la linea cl’ara

Jos (1943) reportd que la semilla madura de . aguatica
presenta un esclerénquima en empalizada formado por 2 a 3
estratos. En este trabajo se observaron de 3 a 4 estratos
celulares ademas de la presencia de una linea clara en e! estrato
adyacente a la subepidermis. Esta discrepancia puede atribuirse al
nivel y al plano del corte; a que los cortes &n los cuales se basé
la descripcidn, corresponden a distintas regiones de la semilla o
bien, que las observaciones de Jos se hicieron en semillas que no
habf an alcanzado la madurez.

En la mayor{a de las semillas estudiadas se ha observado

almidén en las células que forman la capa parenquimatosa; cuando

54



la semilla ha madurado el almidén ya no se nbse.rva 'y_el parénguima
gueda reducido a una capa de paredes celulares ,_cumprim.i’das. Esto
mismo s2 observd durante el desarrollo de 1la ;em{lla.rde I
aquaticay sin embarga, a diferencia de las especies Estu&iadas
hasta ahora, el primer estrato de células parenquimiticas presenté
pequefios cristales de forma geométrica, los cuales se empiezan “'a
observar a partir de los 10 dias despudés de que se polinizaron las

flores. Jos (1543 no registrd la presencia de estos cristales.

[La presencia de una pequella cimara en la semilla de 1.
aquatica no se ha aobservado en otras especies de la familia vy

posiblemente tenga relacidén con su hibito acudtico.

Mirquez (1986} sefiala que existen discrepancias en cuanto al
origen del cojincillo.

En F. aquatica la epidermis y subepidermis participan en la
formacién del cojincillo; lo cual coincide con las observaciones
reealizadas por Jos (19463). En R. hypocrateriforsmis (6Govil,1971),
7. corymbosa (Mirquez,198&4), 1. murucol des, I. pauciflora
(Murgufa,1986) e I. x leucantha {(LSpez-Curto,1987) e1 cojincille
se origina por divisiones de las c¢lulas epi e hipodérmicas.

AGn cuando existen discrepancias sobre la participacidn de la
subepidermis en la formacién del cojincillo, Marquez (1986)
menciona que parece ser general que el cojincillo es de origen
epidsérmico vy que las c$lulas de la subepidermis no forman la capa

del esclerénquima en empalizada, ésta es producto de la epidermis.
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El desarrollo del endospermo de }. aguatica corresponde al
tipo nuclear, igual que en las especies estudiadas hasta ahora. La
formacién de paredes celulares inicia en - la regién mi:ruéilar,
cuando 1 embridn se encuentra  en ‘la etapa globular; estas
observaciones copingiden con las realizadas por Sripleng y Smith

(1940} en L. arvensis y Kaur y Singh (1987) en I. angulata.

No se observd la primera divisién del cigoto; sin embargo, Jos
(1963) reportd gue ésta es transversal. De las dos células
resultantes, la célula apical se divide transversalmente vy forma
el cuerpo del embridn, mientras que la célula basal se desarrnlla
en el suspensor. De acuerda con estas observaciones, este autor
concluyd que la embriogénesis de J. aquatica corresponde al tipo
Cariofiladg variacidén Fumaria. De igual wmanera, Kaur y Singh
(1970,1987), consideraron que el desarrallo embriopario de V.
nummuiaria, J. tamnifolia, I. angustifolia, f. angulata, I,
coccinea, I. hispida, I. gracilis, J. tenuipes, I. ramoni, M.
lobata, I. sinuta e I. carnea, queda incluido en el tipo
Cariofilado.

Tomando en cuenta los tipos de embriogénesis propuestos por
Maheswari, en el tipo Cariofilado la cé&lula basal no sufre
divisiones y si el suspensor esti presente, siempre se deriva de
la célula apical, lo cual no caoincide con las descripciones
realizadas por Jos, Kaur y Singh.

8i la célula basal se divide y diferencia en gl suspensor y la
célula apical se divide tansversalmente para formar el cuerpo del

embridn, entonces el tipo de enbriogénesis abservada par
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Jos, Kaur y Singh corresponderfa al tipo Solanado.

El embridén de I. aguatica, al igual que &l dé otéas”-especieﬁ,
ocupa la mayor parte de la semilla; los cotile&qneéy se eiéngén
considerablemente, son bilobados y plegados. - : : :

Austin, 1973 En: Gutiérrez, 1990 "seflala que lbsremhrianes Vae
varios generos de la familia presentan dos direcciones bidsicas de
plegamiento, las cuales se mantienen constantes entre los
géneros”.

I. aquatica presenta un tipo de plegamiento que corresponde al
longiplicado, al igual que I. purpurea y T. corymbosa. '

Entre las células cotiledonarias se observaron células de
mayor tamafo que corresponden a las células laticfferas; éstas
también se han observado en otras especies como I. murucoides, I.
pauciflora (Murgula,1986), I. x leucantha (Lépez-Curto,1990) e I.

purpurea (Alva et al, 1990).

(3) HISTOGUIMICA

En la semilla madura, las paredes celulares de la subepidermis
presentan cutina o suberina, pectina, taninos y 1ipidos. Esta
composicidn varfa en las diferentes especies; hasta el momento

tinicamente se ha reportado lignina en C. arvensis.
Cada una de los estratos que faorman la capa del esclerénguima

en empalizada presentan uwna composicién determinada, que varf{a

también en las diferentes especies.
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- En I. aquatica las paredes celulares del primer estrato
presentan lipidos y un tipo de dep&sitos que se tiflen de color
gris con la prueba de Cloroyoduro de Zinc; es importante seffalar
que esta regién reacciona débilmente con A.P.S. vy safranina.

MArquez (19848) ¥y Murgufa (1984&) reportaron un patrén de
tincién semejante en 7. corymbosa e I. murucoides respectivamente,
con el A.P.S.

Para otras especies s© ha observado la presencia de taninos
par encima de la linea clara (J. prurpurea, 7. corymbosa).

Los estratos internos del esclerénquima presentan lipidos,
pectinas y celulosa o hemicelulosa.

El esclerénquima en empalizada de I. rubrocaerulea presenta
suberinaz; Juliano, 1935 En: Sripleng y Smith, 1960 sefala que el
esclerénquima de I. patatas es lignificada; en D. sericea se
ohservaron depsSsitos de cutina o suberina.

La capa de células parenqimiticas presenta depésitos de
pectinas, que hasta el momento no se habfan registrado en las
especies estudiadas.

La cutfcula gque separa la testa del endospermo es de
naturaleza lipoide, lo cual coincide con los resultados obtenidos
en 7. corymbosa, C. arvensis, 1. x leucantha, D. sericea, I.
murucoides, 1. pauciflora e I. purpurea. En I. aquatica reacciona
ademis, con Rojo de Rutenio evidenciando pectinas, Gutiérrez
{(1990) observd que esta cuticulia presenta polisacaridos
insolubles. ‘

Mirquez (1984) sefiala que las paredes celulares del endospermo

de 7. corymbosa presentan una debil reaccidn al A.P.S. Brechd

58



{1984) reportsd que estidn constituidas por un ga}actoﬁananq.,En O

aguatica las paredes del endospermo presentan una. fuerte ,reééci&h

a polisacaridos insolubles.

El embrién de I. aquatica presentd almidéni duréﬁté  ﬁa‘n ‘su

desarrollo. Aproximadamente 45 d{as después de 1a~antesié! Lse.

conservan numerosaos granulos en el eje embrichario '? EA los
cotiledones. Sin embargo, en la semilla madura deéhid;atéﬂ; El’
embridn presenta protefnas como principal sustancia de reserva.

A diferencia de I. aquatica, el embridén de T. corymbosa
presenta l{pidos y proteinas, ¢stas se observaronh durante todo el
desarrollo y dnicamente antes de la madurez se detectd almidédn en
los cotiledones.

En . agquatica el embrién reacciond positivamente con la
prueba de Permanganato de Potasio, evidenciando la presencia de
taninos; sin embargo, esta prueba no es concluyente, ya que
reacciona también con carbohidratos Yy otros compuestos
susceptibles a la oxidacidn.

La presencia de taninos se confirm& con Clorurp Férrico
dnicamente en las células epidérmicas de los cotiledones vy
probablemente estén asociados con algdn mecanismo de defensa.

A diferencia de I. agquatica y 7. corymbosa, el embridén de C.
arvensis estid conmpletamente lleno de almidén .

lLa prueba de Fluoroglucina fue positiva Unicamente en el haz
vascular.

Se observé que el almiddn constituye la principal molécula de
reserva durante el desarrollo de la semilla de I. aguaticaz lo

ctal coincide con los resultados obtenidos en 7. corymbosa., D.
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sericea, Ipomoea nil (Becerril, 1992), I. purpurea (Becerril,1991;
Dfaz,1992) vy . en muchas - especies pertenecientes al género
Ipomoea. Sin embargo, en I. purpurea, a diferencia de le observado
en I. aguatica, el almidén se almacena Gnicamente en el parénquima
del tegumento; ni en el embrién ni en el endospermo se depasita
este polisac&rido (Dfaz,1992).

En I. aguatica. el almidén cse deposita en el parénquima de un
Svulo en antesis; tras la fecundacidn wva siendo utilizado para
mantener el desarrollo de 1la semilla, vya sea proporcionando
energia o bien, los esgueletos de carbono para la sintesis de
otros carbohidratos y/c protefnas. Conforme avanza el desarrollo
el contenido de almidén en las células parenquimdticas va
disminuyendo, hasta que la reaccién llega a ser negativa (30 a 35
df as después de la polinizacién). Probablemente esta molécula Ffue
translocada al endospermo, ya que a partir de estos dias el

almiddn fue mis abundante en este tejido.

Debido a que no se encontraron diferencias estructurales ni
histoqu micas durante el desarrollo de la semilla de las
varigdades estudiadas, se propone que no hay datos para

considerarlas como variedades distintas.
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(4) IMPERMEABILIDAD

J. aguatica, al igual gque otras especies de la familia, posee
semillas duras o impermeables al agua.

De acuerdo con los resultados de las pruebas de germinacidén-
que realizaron Datta y Biswas (1970), la latencia de las s=semillas
de I. aguatica estaria dada por 1la teéta, Yy fne por el embrién,
como ellos lo propusiercon.

Se considera que algunos compuestos como cutina, suberina,
lignina, tanines y ll{pidos constituyen una barrera para la entrada
de agua a la semilla.

De acuerdo con los resultados estructurales e histogquimicos
obtenidos en este trabajo, es prabable que 1la subepidermis, el
esclerénguima en empalizada, el parénguima y la cuticula que
separa la testa del endospermo, estén relacionados con la
impermeabil idad al agua.

La subepidermis par sus gruesas paredes y por los depdsitos de
lipidos, cutina n suberina, pectina y taninos. El esclerénquima en
empalizada por la presencia de lipidos y pectinas en sus gruesas
paredes y por la presencia de la 1linea clara, la cual se ha
asociado con las semillas duras (Coe y Martin, 1920 En:Watson 1948;
Bartan, 1947, 1965 En: Mckee, 1977).

El parénquima podria constituir una barrera al paso de aqua,
va que las paredes celulares reaccionaron intensamente con el Rojo
de Rutenio evidenciando pectinas. Finalmente, la cuticula que
separa la testa del endospermo también se asocia con la

impermeabitidad, ya que presenta pectinas, lipidos y cutina o
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suberina.

Al comparar los resultados histoquimicos con los aobtenidos en
otras especies, se aobserva que hay diferencias en la composicién,
adn cuando todas sean semillas durassg probablemente estas
diferencias reflejen el grado de dureza de cada semilla o bien,
que la estructura y composicién de una de las capas de la testa
tenga una i1nfluencia determinante en la entrada de agua y gue esta
capa varie en las diferentes especies. La presencia de taninos en
el esclerénguima en empalizada se ha registrado en 7. corymbosa
e 1. purpurea, sin embargn, estos compuestos no se depositan en
el esclerénquima de I. aquatica, y también s una semilla dura.

Por otro lado, el esclerénquima de 7. corymbosa e I.
purpurea reacciana Gnicamente a taninos Yy polisaciridos
incsolubles, mientras gque en I. aquatica, ademids de dar reaccidn
positiva a polisaciridos insolubles, reacciona a lipidos y a un
tipo de depdsito secundario cuya reaccié$n no se ha reportado hasta
el momento y que probablemente tenga relacién con la dureza de la
semilla.

De acuerdo con estudios ontogenéticos se ha observado que la
impermeabilidad al agua ocurre durante las etapas tardias de
desarrollo (Bagoury y MNiyazi, 1973 En:sRolston, 1978).

En este estudio se observws que el engrosamiento de las paredes
celulares de la subepidermis y del esclerénquima en enpalizada
ocurtre aproximadamente 30 df as después de la polinizacién. En este
tiempo también se hace evidente la linea clara. El depdsito de las
sustancias asociadas con la dureza de la semilla inicia 20 dfas

después de la polinizacidn.

&2



de las celulas de la testa desempefan un papelj

impermeabilidad al agua.

de la testa que constituyen la barrera
Jiene relacién este fenomeno con

germinacién de las semillas?

se pueden encaminar futuras investigaciones.: e
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VIl CONCLUSIONES

No existen diferencias en la morfologfa vegetaéiva de las tres
variedades de J. aquatica.
No existen diferencias estructurales ni histoqui micas durante
el desarrollo de la semilla de las tres variedades.
El 4vulo es andtropo, unitsgmico, crasipucelado y funiculado.
El haz vascular penetra por el funiculo, alcanza la calaza vy
desciende por 1la antirrafe finalizando muy cerca del
micrépilo.
El haz vascular se ramifica en el septo parenquimatosa que
farma la cdmara calazal.
La testa ests formada por una epidermis diferenciada en
tricomas, una subepidermis uniestratificada, un esclerénguima
en empalizada de 3 a 4 estratos celulares y un parénquima de
paredes celulares comprimidas.
El primer estrato del esclerénquima presenta una linea clara.
El primer estrato celular del tejido parenquimatoso de la
testa se distingue del de otras especies de 1la” familia por
presentar cristales.
La epidermis y subepidermis participan en la formacitn del
cojincillo.
La principal sustancia de reserva durante el desarrollo de la
semilla es el almidén que se deposita en el parénguima, en el
endospermo y en el embridn.
Las protefnas constituyen la principal molécula de reserva

en el embrién de una semilla madura deshidratada.

&4



(12)
(13)

(14)

(15)

(16)

(b)

{c)

U7

E1l plggamiento del embrisn es longiplicado.: e

Los cntilednngs. en la semilla madura, preseﬁtan'rlééiciFérns,

y ‘sus células epidérmicas depésitbs de taninégi

El desarrollo del endospermo es de tipo nuclear.
A partir de los 20 df as despuds de la pol‘nfzétién‘xnlcxa5,eli

depdsito de las sustancias ue se asocian
Q e

impermeacilidad al agua.
fa estructura e histogqu mica de la cubiarta seminal ‘indi:an
que hay 4 sitios que se puedan relacionar con . la
impermeabilidad al agua:
La subepidermis de gruesas paredes gue presenta depésitos de
lipidos, cutina o suberina, taninos y pectinas.
El esclerénquima en empalizada de gruesas paredes por su
reaccidn a lipidos y pectinas y por la presencia de la linea
clara.
El paréngquima por formar una capa de restos de paredes
celulares con depédsitos de'pectina.
La cutfcula que separa la testa del endospermo por presentar
1{ pidos, pectinas y cutina o suberina.
La semilla de Ipomoea aquatica presenta una cédmara hacia el
extremo calazal que no se ha cbservado en las especies de la

Ffamilia hasta ahora estudiadas.
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