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I. RESUMEN

Manihot walkerae Croizat (Euphorbiaceae) es una especie endémica del sureste de Texas y
noreste de Tamaulipas, considerada en peligro de extincion tanto en Estados Unidos como
en México. Esta especie es pariente silvestre de Manihot esculenta Cranz, planta de gran
importancia econémica, que se utiliza como alimento en casi todas las regiones tropicales
del mundo.

En este trabajo se estudiaron algunos aspectos de la biologia reproductora de Manihot
walkerae tanto en el campo como en el laboratorio. Se describid por primera vez la
presencia de flores hermafroditas en la especie, se registré la proporcion de flores
masculinas, femeninas y hermafroditas por planta, se estudio el desarrollo de las flores
masculinas, femeninas y hermafroditas y el desarrollo de la semilla. Se hicieron pruebas
histoquimicas para conocer el contenido de la carfincula de la semilla, asi como pruebas de
germinacion en laboratorio para conocer algunos de los factores que intervienen en este
proceso.

Manihot walkerae estd reportada como una especie monoica con flores estaminadas,
localizadas en un racimo subespigadoe terminal. En promedio posée 62 flores masculinas
por planta, las flores femeninas se ubican muy cercanas a la base de la inflorescencia
masculina y son en promedio 2.5 por planta. En las poblaciones silvestres de esta especie se
detecté un tercer morfo floral, el hermafrodita, Estas flores se encuentran en la misma
posicion que las flores femeninas, sus dimensiones son similares a éstas pero presentan de 1
a 5 estambres que contienen granos de polen morfolégicamente bien formados e iguales a
los de las flores estaminadas, ¥ son en promedio 2.5 flores por planta, que sumadas a las
femeninas dan 5 flores promedio por planta, Las flores masculinas abren después que las
femeninas y liberan granos de polen tricelulares que tienen una gran cantidad de almidon
como material de reserva y son normales morfolégicamente. Las flores femeninas poseen
un ovario tricarpelar y trilocular con 1 évulo por 16¢culo. El évulo es bitégmico con un pico
nucelar que se extiende hasta hacer contacto con el obturador. En etapa de flor en antesis,
estos tejidos presentan gran cantidad de almidén.

La semillas se desarrollan tanto en las flores femeninas como en las hermafroditas
formandose alrededor de 15 semillas por planta, La semilla madura tiene una carincula que

se origina por proliferacién celular del tegumento externo en la zonz funicular, esta



caruncula es rica en aceites, lo que sugiere una dispérsién bistica, posiblemente por
hormigas.

El porcentaje de germinacién de las semillas en condiciones de laboratorio fue de 66 %, a
una temperatura de 30 °C siempre y cuando se elimine la cariincula v se escarifique esa
zona. Durante cuatro afios de trabajo de campo no se observaron plantulas, 1o que sugiere
que la especie puede propagarse vegetativamente y/o que las semillas pasan a formar parte
del banco en el suelo, o que éstas son en su mayoria depredadas.

Las plantas que se cultivaron en condiciones de laboratorio presentaron un crecimiento muy

pobre y un desarrolio atipico de las estructuras reproductoras.



[I. INTRODUCCION

Es indudable i1a pran importancia que tuvo la agricultura para el desamollo de las
poblaciones humanas tanto en el viejo como en el nuevo mundo (Baker, 1968; Viola y
Margolis, 1991; Casas y Caballero 1995).

Con la liegada de Cristobal Colon a América hubo un gran intercambio de plantas
cultivadas entre ambos continentes. Algunas plantas americanas que enriquecieron la
agricultura y Ja alimentacién en Europa, Africa y Asia fueron el maiz, la papa dulce
(camote), ¢l tomate, el cacahuate, la yuca, el cacao y la papa, asi como variedades de
pimientos, frijoles y calabazas (Mc Neill: en Viola y Margolis, 1991).

La importancia de algunas plantas americanas cultivadas es evidente si en la actualidad
imaginamos a los italianos sin tomates, a los chinos sin papa dulce {(camotes), a los
africanos sin maiz y a los irlandeses, alemanes y rusos sin papas para comer.

Actualmente la agricultura sigue siendo una de las actividades mis importantes en el
mundo, pero ¢l cultivo de las plantas a través de los siglos se ha dado por métodos de
seleccion artificial, dande como resuliado cultivos que proporcionan un mayor
abastecimiento alimenticio, pero al mismo tiempo ha creado un problema, que estas plantas
llamadas domesticadas, pierden su capacidad para competir en condiciones naturales por lo
cual su sobrevivencia depende de los campesinos (Hoyt, 1992). Esto se debe a que las
plantas domesticadas han sido tan modificadas que han perdido su diversidad genética, lo
cual las hace mas susceptibles a enfermedades y a fenomenos ambientales. Es por esta
razén que son tan deseables las variedades agrondmicas (cultivares) de las especies
cultivadas, ya que tienen caracteristicas genéticas que pueden beneficiar a éstas iltimas.
Las especies silvestres, que son parientes de las especies cultivadas son también de gran

importaicia, ya que, estos “parientes silvestres” han evolucionado y se han adaptado para



sobrevivir a sequias, inundaciones, variaciones extremas de temperatura v frecuentemente
han desarrollade resistencia a estos factores, asi como a plagas y a enfermedades que
causan grandes pérdidas en las especies cultivadas, de aqui que las especies silvestres sean
de tanto valor para el mejoramiento de fos cultivares.

Fl principal problema que las especies silvestres enfrentan, es el peligro de desaparicion
debido a 1z modificacién o destruccion de sus hébitats, La Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) y el Fondo Mundial para la Naturaleza (WWF) han
calculado que por lo menos 60,000 especies de plantas podrian desaparecer para la mitad
del préximo siglo st la destruccidn de la naturaleza continda al ritmo actual y de éstas, no se
sabe cuantas son parientes silvestres de las plantas cultivadas, es por eso que la
conservacion de estos recursos naturales (incluyendo a las plantas cultivadas) es hoy en dia
uno de los retos mas importantes para la humanidad (Hoyt, 1992).

La destruccién de los recursos naturales y la desaparicién de muchas especies que esta
actividad conlleva, ha hecho que algunos autores establezcan categorias de riesgo de que
una especie pueda desaparecer, por egjemplo, Mace y Lande (1991) proponen tres
categorias:

a) CRITICA.

b} EN PELIGRO.

c) VULNERABLES.

Estas categorias estan basadas en términos de la probabilidad de extincion dentro de un

periodo de tiempo especifico.

La Unién Internacional para la conservacién de la naturaleza (UICN) (fespecies/plants/

categories.html, 1997) maneja 6 categorias:



a) EXTINTAS (Ex).

b) EXTINTAS / EN PELIGRO DE EXTINCION (EX/E).

c) EN PELIGRO DE EXTINCION (E).

d) VULNERABLE (V).

e) RARAS (R).

f) INDETERMINADAS (I).

basadas en criterios como:

Biasqueda de poblaciones silvestres de los taxa en localidades tipo o similares, taxa cuyo
numero de poblaciones o individuos ha sido reducido a un nivel critico, factores que operan
en la destruccion del hébitat o modificacion del mismo, sobreexplotacién de los taxa, taxa

con pequefias poblaciones y taxa sin informacion.

En México existe la Norma Oficial Mexicana nom-ecol-059-1994 (Diario Oficial de la
Federacidn de fecha 16 de mayo de 1994) y establece 4 categorias:

a) ESPECIES Y SUBESPECIES EN PELIGRO DE EXTINCION.

b) ESPECIES Y SUBESPECIES AMENAZADAS.

¢) ESPECIE Y SUBESPECIE RARA.

d) ESPECIE Y SUBESPECIE SUJETA A PROTECCION ESPECIAL.

que estin basadas en:

Disminucién de habitat o poblaciones de taxa silvestres, modificacion de hébitat,

restriccion severa de distribucidn y sobreexplotacién.

En las tltimas dos clasificaciones existe la categoria de rara, aunque muchas especies son

naturalmente raras por virtud de su ecologia, en la actualidad es ampliamente aceptado que



la existencia de especies raras y su desaparicion, tiene un origen antropogénico

(Spellerberg, 1996).

La mayoria de las especies existen de manera silvestre, y con un programa de muestreo se
detecta la presencia de las especies que componen una comunidad, con ¢llo, uno puede
elaborar una lista de especies para un hébitat, o detectar Ia presencia de una especie rara o
posiblemente amenazada, asi que la conservacién de los hébitats que sustentan a las
comunidades bioldgicas ha sido una de las formas en que se ha preservada la biodiversidad
(Primack, 1993).

La habilidad de que una especie persista en un area, puede ser predicha usando los métodos
de la biologia de poblaciones, por ejemplo, con los estudios demogrificos se pueden
documentar las tendencias de la poblacién (estabilidad, crecimiento o declinacidén) en un
sitio especifico, para lo cual se podrian hacer estudios intensos, tomando medidas durante
dos o tres afios. Hay muchos atributos de las poblaciones que pueden ser estudiados, tales
como sobrevivencia, crecimiento y produccién de semillas (y/o propagaciéon vegetativa)
considerados como los elementos primarios de cualquier monitoreo demografico (Primack,
1993; Spellerberg 1996).

De acuerdo con Primack (1993), la clave para proteger y manejar una especie rara ¢ en
peligro de desaparecer, es entender bien las relaciones de la biologia de la especie con su
ambiente y como estas influyen en el estatus de las poblaciones. Por ejemplo es importante
saber datos sobre su morfologia (forma, tamaiio, color, textura), fisiologia (necesidades
para sobrevivir), conducta (floracién, polinizacién, descendencia), genética, distribucién,
ambientes donde crece y demografia, todos estos datos conforman lo que era conocido

como historia natural de una especie y que hoy se le da el nombre de autoecologia.



En este trabajo se toman en cuenta varios de los puntos arriba mencionados con respecto a
la cspecic M. walkerae, por ejemplo, se describe la morfologia y el desarrolio de las
estructuras reproductoras, se habla sobre la fenologia de las poblaciones, demografia
distribucion y ambientes donde éstas crecen. Esta informacion que se aporta es
conocimiento basico sobre 1a biologia de M walkerae, informacion que podra servir para

poder establecer un programa de conservacién para la especie.



. ANTECEDENTES

BREVE DESCRIPCION

Manihot walkerge pertenece a la familia Euphorbiaceae, es una hierba perenne,
decumbente, profusamente ramificada que crece aproximadamente 30 cm de largo, los
tallos son delgados y las hojas alternas son profimdamente pentalobuladas con &l 16buio
medio de 2 a § cm de largo. Las flores son blancas, algo carnosas, de 5 a 10 mm de Jargo.
El fruto es una cpsula tripartida globular de aproximadamente 1 cm de didmetro, cada
fruto produce tres semillas. En esta planta las flores masculinas se encuentran arregladas en
una inflorescencia subespigada sobre un eje terminal; las flores femeninas estdn
précticamente libres del eje donde se encuentra la inflorescencia masculing y son basales a
éste (Croizat, 1942; Correll y Marshall, 1970; Rogers y Appan, 1973).

AManihot walkerae también llamada “mandioca de walker”, fue colectada por primera vez
por Schott en 1853 en el condado de Starr en Texas, pero fue mal identificada ya que se le
determind como Manihot cartagenensis, una especie de América tropical, Algunas colectas
posteriores fueron hechas en 1888, 1940 y 1960. El material tipo lo colectd E. I. Walker en
1940 y Croizat en 1942 la reconocié como una especie nueva y la describié (Fish and
wildiife service (F.W.5.), 1990). Rogers y Appan (1973) en su monografia de Manihot,
Manihotoides para la Flora Neotrdpica, siguen reconociends a la especie como vélida,

La importancia de Manihot walkerae radica en que es un pariente silvestre de la especie
cultivada Maniko! esculenta (cassava, yuca o guacamote), planta de gran impottancia
alimenticia ¥ econdmica en casi todas Jas regiones tropicales del mundo (Rogers y Appan,
1973). Se han hecho intentos de hibridizar especies silvestres de Manihot con “yuca”

(Nassar, 1980). En la Universidad de Maryland, en Estados Unidos, Robert Bertram



(U.S.F.W.S., 1993) ha logrado hibridizar estas dos especies y menciona que la “mandioca
de walker” puede aportar genes a M. esculenta que le den resistencia a sequias, a suelos
salinos ¥ a varias enfermedades, y agrega que podria ser uno de los pocos miembros del
geénero (casi enteramente tropical-subtropical) que posea genes para la resistencia al frio.

Se han hecho varios intentos sin &xito para localizar poblaciones de M. walkerae en sitios
previamente conocidos y en la vecindad de éstos en Texas (U.S.FW.S, 1990).
Actualmente, se reporté en Estados Unidos una “poblacién” en el condado de Starr Ia cual
cuenta con ! (un) sélo individuo que vive en condiciones naturales. De las poblaciones
transplantadas a la Universidad de Texas en Austin y al Jardin Botdnico de San Antonio en
Texas, al parecer sblo existe en el primer sitio (Cristobal Best, comunicacién personal). En
1990 la agencia de pesca y vida silvestre (USFWS) de Estados Unidos propone que M
walkerae sea considerada como una especie en peligro de extincidn, con nivel de maxima
prioridad (USFWS, 1990),

En México, previo a este trabajo se han localizado tres nuevas poblaciones en el estado de

Tamaulipas.

En resumen, dado que M. walkerae es una especie endémica del Noreste de Tamaulipas
(México) y sureste de Texas (Estados Unidos), que es considerada como en peligro de
extincién por éste ultimo pais y ademés que es un pariente silvestre de la especie M.
esculenia, planta de gran importancia agricola y econdmica en distintos paises tropicales
del mundo y que puede aportar genes para mejorar el cultivo de esta Gliima, resulta
evidente la importancia de hacer diversos estudios en M. walkerae.

En el presente trabajo se establecieron los siguientes objetivos:



IV. OBJETIVO GENERAL

Conocer algunos aspectos de la biologia reproductora de Manihot walkerae especie

considerada en peligro de extincion, con ¢l propésito de aportar conocimientos bésicos

sobre el desarrollo y la funcion de las estructuras reproductoras de la especie y de su unidad

de dispersion.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

2.

Hacer una descripcion del habitat donde se encuentra Manihor walkerae.
Realizar observaciones de campo para conocer algunos aspectos del ciclo de vida de la

especie.

. Estudiar la variabilidad floral.

Estudiar el desarrollo (ontogenia) de los distintos tipos florales.

Hacer el estudio del desarrollo de la semilla desde la fecundacién hasta semilla madura
deshidratada (didspora).

Relacionar la estructura y contenido quimico de la carfiincula con la dispersién y
germinacidn de la semilla.

Determinar las condiciones bajo las cuales se logra la germinacidn de las semillas de

Manihot walkerae.
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V. METODO
TRABAJO DE CAMPO,

1. DESCRIPCION DE LAS LOCALIDADES.
La descripcion de la vegetacion se realizd con base en los criterios propuestos por Miranda

v Hemandez-X (1963), quienes clasifican los tipos de vegetacién de México considerando
su fisenomia, su estructura y su fenologia. En las salidas al campo se colectaron ejemplares
de las distintas especies que conforman a la comunidad, los ejemplares se identificaron y se
depositaron en el Herbario Nacional de México (MEXU) de ia UNAM.

Para los estudios ontogénicos se utilizaron las siguientes técnicas:

2. COLECTA DEL MATERIAL BIOLOGICO.

En el campo se colectaron botones de flores femeninas, masculinas, hermafroditas y frutos

en diferentes etapas de desarrollo, este material se fijé inmediatamente después de

colectarlo.

3. FITJACION DEL MATERIAL COLECTADO.

Los fijadores tienen como objetivo detener el metabolismo celuiar, preservando los tejidos

de la planta, quimica y estructuralmente sin cambios, esto permite anpalizarlos

posteriormente a nivel histolégico. En estel trabajo el material colectado se fijo de dos
maneras:

1) Botones preantesis, flores en antesis y frutos en diferentes etapas de desarrollo se
fijaron en FAA (etanol 96%, formaldehido, scido acético y agua) a temperatura
ambiente.

2) Los botones florales mds pequefios se fijaron en Glutaraldehido-paraformaldehido en
amortiguador de S colidina 0.1M con pH 7.2, a una temperatura aproximada de 3 °C

durante & horas, Posteriormente el material se enjuagd con amortiguador de colidina



0.05M con sacarosa al 0.08% y transportado al laboratorio a temperatura ambiente
donde se incluyd en JB,.
TRABAJO DE LABORATORIO.
1. INCLUSION
El objetivo de lz inclusién es proporcionar un soporte al tejido para evitar que éste se
disgrege al momento de cortarlo.
El material fijado en FAA se incluy6 en paraplast (Johansen, 1940).
Los botones florales que estaban en FAA se lavaron en agua corriente durante lhora, se
deshidrataron en alcchol etilico a diferentes concentraciones (50, 70, 85, 96 y 100%),
posteriormente se pasaron a una mezcla de alcohol-xilol 1:1 e inmedjatamente después se
pasaron a una mezcla de xilol-paraplast 1:1 por 24 horas para la infiltracion del tejido.
Finalmente los botones florales se colocaron en paraplast puro por 24 horas y después se
pasaron a moldes cilibicos de plastico donde se dejaron endurecer a temperatura ambiente.
El material incluido en paraplast s¢ corté de 8 a 10pm de grosor en un micrétomo de
rotacién American Optical 820. Parte de los cortes se tiﬁero.n con safranina-verde rdpido en

metilcelosolve, utilizando Ia otra parte de elios para las pruebas histoquimicas.

2. TINCION DOBLE CON SAFRANINA-VERDE RAPIDO EN METILCELOSOLVE.
(Engleman comunicacion personal)

La tincién con safranina-verde ripido hace mas evidentes las estructuras, ayudando asi a su
interpretacion.

Los cortes que se obtuvieron del material que se incluyd en paraplast se desparafinaron con

xilol, después se pasaron a una solucién de alcohol absoluto-xilol [:] y se hidrataron en
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alcoholes etilicos graduales (100 y 96%) (3 minutos en cada uno), y posteriormente los
cortes se pusieron ¢n safranina al 1% en metilcelosolve en aleohol at 96% por 24 a 48 hrs.

Después de estar en safranina, los cortes (limina por lamina) se lavaron en agua corriente
para eliminar el exceso de colorante, posteriormente se diferencia y se deshidrata el tejido
simultineamente con alcohol 96% mas 4cido picrico, y después se lava con alcohol 96%
miés amoniaco (esto detiene la accién del acido picrico), se deshidrata en alcohol absoluto
para después contrastar con verde rapido en metilcelosolve, se lava en aceite de clavo para
sacar ¢l exceso de verde ripido y se aclara con una mezcla de aceite de clavo, alcohol
absoluto y xilol, por ltimo se aclara mds con lavados de xilol y se montan las laminillas

con balsamo de Canada.

3. INCLUSION EN JB, (Chi y Smutler)

La inclusién en JB4 permite hacer cortes delgados de hasta 0.5 pm, con lo cual se obtiene
un mejor detatle de las estructuras, por esta razon, losl botones florales mds pequefios se
incluyeron en JB, para lo cual, se deshidrataron en acetonas graduales y se infiltraron
(preinclusion ) en una mezcla del componente A del JB; mds el catalizador por 24 horas.
Posteriormente se incluyé en JB4 con catalizador y endurecedor en ausencia de oxigeno.

Al material incluido de [a manera anterior se le hicieron cortes de 2 a 3 um de grosor con

navajas de vidrio en un ultramicrétomo Sorvall MT2-B y se tifieron con azul de toluidina.
4. PRUEBAS HISTOQUIMICAS

Los cortes que se utilizaron para pruebas histognimicas fueron de dos tipos:

1. Losincluidos previamente en paraplast, los cuales se desparafinaron y

13



2. Los cortes hechos en fresco en un cridstato a una temperatura de ~20 °C.
Estos iiltimos se hicieron a cariinculas de semillas colectadas en el campo.
Con las distintas pruebas realizadas se evidencié la naturaleza quimica de los diferentes
tejidos. Las pruebas histoquimicas utilizadas fueron:
a) AZUL NEGRO DE NAFTOL (ANN) + ACIDO PERYODICO + REACTIVO DE
SCHIFF (APS). (E. M. Engleman comunicacion personal)
Evidencia los polisacdridos insolubles del endospermo (rosa intenso) y los cuerpos
proteicos (azul).
b) ROJO O DE ACEITE. (E. M. Engleman comunicacion personal)
Tifie de rojo cuticula y grasas.
¢) YODO-YODURO DE POTASIO LKI (lugol) (Johansen, 1940)
Tifie de café obscuro el almidén.
d) PERMANGANATO DE POTASIO (KmnQ,). (E. M. Engleman comunicacién perso-
nal)
Tifie de color pardo obscuro los taninos y otros compuestos susceptibles de oxidacidn.
e) AZUL DE NILO (Curtis, 1986)
Las grasas, aceites y ceras se tifier de rojo y los dcidos grasos libres y los fosfolipidos
de azul,
f) FLOROGLUCINA (I’ Ambrogio, 1986)

Tifie de rajo las paredes celulares lignificadas.

5. MICROSCOPiA DE LUZ
Las laminillas obtenidas tanto de los cortes hechos en paraplast, como en JB4 s¢ observaron

por medio de microscopia de luz.
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6. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
Algunas muestras fijadas en FAA se deshidrataron en acetonas graduales, se desecaron a
punto critico, se pegaron en un portamuestras y se recubrieron de oro para su observacidn

en un microscopio electronico de barrido Hitachi, modelo 5-2460N.

7. FOTOMICROSCOPIA
Una vez seleccionados los cortes se fotografiaron para ilustrar el desarrollo de las

estructuras reproductoras masculinas, femeninas, ¢! desarrollo de la semilla y el de la

camancula.

8. PRUEBAS DE GERMINACION

Se colectaron frutos maduros de la poblacion de M. walkerae que se desarrolla en €l terreno
con cultivo de maiz en ¢l Municipio de Abasolo, se transportaron al Jaboratorio de
Citologia de la Facultad de Ciencias, UNAM, y se dejaron secar al ambiente sobre papel
periddico. Las semillas maduras y deshidratadas se pusieron en un cristalizador con agua,
se agitaron y se observé que algunas de ellas se precipitaban y otras permanecian flotando.
Las pruebas de genminacién se realizaron con ambos grupos de semillas, aunque no se
csperaba que las semiilas que flotaron germinaran, pues es sabido que las semillas que
flotan en ocasiones lo hacen por ia ausencia de embriones o aiguna otra anormalidad en su
desarrollo. A las semilias se les eliminé la cartincula y se les escarifico en esa zona con
papel lija del nimero cero.

Los factores considerados para las prucbas de germinacion fueron 2:
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1) Condicion de ia semilla con dos niveles:
- Semillas hundidas y
Semillas flotantes.
2) Temperatura con dos niveles:
- T, constante.
- T fluctuante.
La combinacion de los distintos niveles de los factores dio por resuitado 4 tratamientos de
germinacién, la cual se evalud cada tercer dia durante 18 dias (Cuadro 1.).
El andlisis de los resultados se hizo usando el método del andlisis de la varianza
(ANDEVA), para lo cual fue necesario hacer una transformacién arcesénica a los datos

{Steel y Torrie, 1988).

Cuadro . Tratamientos aplicados en las pruebas de germinacion.

NIVEL !} NIVEL 2
FACTOR SEMS. HUNDIDAS SEMS. FLOTANTES
TEMP. CONSTANTE TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2
kNS, SEMS. HUND A 30°C SEMS.FLOT A 30°C
TEMP. FLUCTUANTE TRATAMIENTO 3 TRATAMIENTO 4
15-25°C SEMS. HUND A 15-25°C | SEMS. FLOT A 15-25°C
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DISENO ESTADISTICO
Para las semillas de Marihot walkerae (hundidas v flotantes) sometidas a los tratamientos
de germinacion, cuya respuesta se evalud cada tercer dia durante 18 dias, se utilizé un
modelo con dos criterios de clasificacién (condicion fisica de la semilla y temperatura) con
interaccion.
Para ¢llo se propuse emplear el siguiente modelo:
Y praaBHop)eq
Conr=1,2,3..6

r=repeticiones
en donde:
Y. es la variable de respuesta v representa el porcentaje de semillas germinadas, registrado
en e} i-ésimo dia después de ponerlo a germinar, sometido al j-ésimo tratamiento de
condicién o temperatura en la k-ésima repeticion.
p representa la media general.
o.representa €] efecto producido en el i-ésmo dia sobre la variable de respuesta.
B.represent el efecto producido por el j-€simo tratamiento en la variable de respuesta.
(eB), representa el efecto conjunto del i-¢simo dia y el j-ésimo tratamjento en la variable de
respuesta.
4 es el factor de variabilidad asociado a las condiciones no controladas del experimento, el
cual se considera con distribucidén normal ¢ independiente, con media de cero y varianza
constante.
El andlisis de este modelo consiste en establecer como primer paso, la significancia del
término interaccidn de los factores condicidn de semillas (hundidas/flotantes) y temperatura

(constante/fluctuante) para lo cual se proponen las siguientes hipétesis:



H. No existe interaccion de los factores, condicion de la semilla y temperatura que influya
sobte el porcentaje de germinacion.

H. Existe interaccion de los factores, condicion de 1a semilla y temperatura gue influye en

el porcentaje de germinacion.

En caso de rechazar Ho se prosigue a analizar las medias del porcentaje de germinacion
como resuliado de la suma de los factores condicién de semilla~ternperatura por medio del
andlisis de contrastes ortogonales.

En caso de aceptar Ho, en la misma tabla de ANDEV A se podra establecer por separado la
significancia de ios efectos de los factores bajo estudio. Si se detectan efectos significativos
de un factor, se aplicard la prueba de [a diferencia honesta sigoificativa de Tukey, con la

finalidad de establecer cuales son los niveles que causan las diferencias.
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se presentan a continuacion corresponden al trabajo realizado durante el

periodo comprendido de julio de 1992 hasta diciembre de 1996. De julio de 1992 a octubre

de 1994 se realizaron visitas a las poblaciones cada dos meses y postetiormente cada tres o

cuatro meses. Las observaciones que se hicieron en campo fueron:

a) Determinacion de los tipos de vegetacion (de acuerdo a Miranda y Hernandez-X), en
los cuales crece la especie, para lo cual se hicieron gjemplares de berbario para ver ia
composicion floristica de éstos.

b) Fenologia de las poblaciones, para ubicar las épocas en las cuales las plantas
presentaban hojas, flores, frutos y semillas.

¢) Biisqueda de plintulas que evidenciaran !a propagacion y germinacion de las semillas.

Las observaciones se hicieron en 3 poblaciones de Manihot walkerae que se encuentran en

¢l estado de Tamaulipas: una de estas poblaciones se encuentra en ¢l municipio de Aldama

y estd constitvida aproximadamente por 100 individuos, las otras 2 poblaciones se localizan

en el municipic de Abasolo, una de ellas tiene 100 individuos aproximadamente y crece en

un terreno de cultivo, la otra esta formada por méas o menos 150 individuos y se desarrolla
en un pastizal (mapa 1), estas dos poblaciones se encuentran 2 unos § km una de la otra. En
las visitas que se realizaron se hicieron observaciones sobre el ciclo de vida de las tres

poblaciones.



Mapa 1. Mapa de la Reptiblica Mexicana y Texas ubicando los Iugares en donde crecia Ia especie Manihot walkerae y las nuevas
localidades en Tamaulipas. 20



1. DESCRIPCION DE LAS LOCALIDADES.

1) La poblacion de Aldama (P1) se desarrolla en un tipo de vegetacién denominado selva
baja caducifolia {que corresponde al bosque tropical caducifolio segtin la clasificacién de
Rzedowski (1978)). Esta se caracteriza porque los arboles pierden casi todas sus hojas en la
época de secas y su altura media es menor 2 los 15 m y por lo comin no se encuentran
especies espinosas. Se encuentran en ¢limas semisecos con temperatura media anual entre
los 20 y los 29 ° C, con precipitacién media anual de 500 a 1,200 mm y a una altura entre
los 0 2 1,900 m.s.n.m. (Miranda y Hernandez-X._, 1963).

La comunidad de la cual forma parte M walkerae se establece en las estribaciones sureste
de la sierra de Tamanlipas a una altura de 220 m.s.n.m., sobre un sustrato rocoso de origen
sedimentario con suelos someros y considerados comeo ricos en materia organica (Martinez-
y-Ojeda y Gonzilez, 1977); la precipitacion media anual es de 628 mm y la temperatura
media anual de 23.5 °C, que cormresponde a un clima Aw de acuerdo con la clasificacion de
Kbeppen medificado por Gareia (1964). Esta localidad tiene algunas zonas todavia
conservadas, pero la mayor parte estd perturbada, lo que permite el desplazamiento de la
selva baja caducifolia por un matorral en el cual se encuentra M. walkerge. En los
manchones conservados de selva el estrato arboreo es de aproximadamente 12 m de altura,
casi el total de las especies dominantes pierden las hojas durante la época seca que va desde
noviembre a mayo. Algunas de las especies més representativas que forman parte de este
estrato son:

Brosimum alicastrum, Phoebe tampicencis, Bursera simaruba, Sapindus saponaria,
Bumelia loetevirens, Beaucarnea inermis, Ficus padifolia, Mirandacellis monoica,
Pithecellobium berlandieri, Lysiloma divaricata, Lysiloma acapulcensis.

El estrato arbustivo en este lugar esta representado por especies como:
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Coursetiq caribaea, Sapium appendiculatum, Acacia coulteri, Sebastiania pavoniana,
Erythrina herbacea, Tabernaemontana alba, Adelia oaxacana, Bernardia myricaefolia,
Mosiera ehrenbergii

Algunas de las formas bioldgicas interesanies que se presentan a menudo en este tipo de
vegetacion son las cacticeas columnares, que en esta localidad estin representadas por
Cephalocereus palmeri. El estrano herbiceo s6lo esta representado por Hechtia glomerata y
Bromelia pinguin. Las epifitas comunes en esta selva son Tillandsia ionantha, Rhipsalis
baccifera y Selenicereus coniflorus.

La mayor parte de la zona estd perturbada lo que favorece el desarrollo de un matorral bajo
en el que s¢ encuentran especies de: Citharexylum aff berlandieri, Acacia berlandieri,
Cordia boissieri, Cordia pringlei, Croton ciliato-glandulosus, Croton cortesianus, Croton
watsoni, Karwinskia humboldtiana, Eysenhardtia polystachya y Manihot walkerae.

En ei estrato herbiceo se encuentran: Corchocrus sp, Eustoma exaltatum, Acalypha aff
schiedeana, A. cf seleriana, Lantana camara, Lesquerella lasiocarpa, Merremia disecta,
Amoreuxia wrightii, Palafoxia texana, Spiranthes sp y Waltheria americana,

Las causas de perturbacién en este lugar se deben 2 la transformacién de algunas areas para
cultivo, y el resto ests sometido a pastoreo de ganado vacuno y iltimamenie de ganado
caprino, causando un gran impacto sobre la vegetacién, pero al parecer M. walkerae no es
palatable para los animales. En este lugar la especie se encuentra creciendo entre los
arbustos y su raiz puede desarrollarse en lugares con suelos algo profundos (20 a 30 cmy), o
en lugares con poco suelo y en contacto casi directo con la roca, e incluso se puede
encontrar en agujeros de las rocas con muy poca tierra.

En la descripcién de la especie se menciona que la planta tiene unos 50 ¢m de longitud,

pero en esta poblacion algunas ramas de M. walkerae llegaron a medir hasta 2.5 m, El
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periodo de floracion se observé sélo en el mes de junio de 1992, para septiembre del mismo
afio ya 1o se pudicron identificar a las plantas va que carecian de flores y hojas. Durante los
siguientes tres afios slo se observaron plantas con hojas y no se observo floracién.

2) En la segunda localidad (municipio de Abasolo), una de las poblacienes (P2), se
establece en un terreno de cultivo en el cual se siembra maiz y sorgo. En este lugar el suelo
€s arenoso y se encuentra sobre una capa de “caliche”, al extraer plantas de M. walkerae se
observé que en algunas aproximadamente un tercie de la raiz tuberosa de la planta se
encontraba creciendo a través de 1a capa de “caliche”.

En esta poblacién las plantas tienen una altura entre los 10 a 20 cm y su cobertura es de
unos 30X40 o 50 cm y el periodo de floracidon va de agosto a septiembre y coincide con el
crecimiento de las plantas del cultivo que son maiz y sorgo. Para noviembre se observa a
las plantas de Marihot con frutos y con las Gltimas flores masculinas,

La tercera poblacién (P3) en el municipio de Aba;solo se encontrd a fines de 1993, ésta se
desarrolla en un suelo igual al del terreno de cultivo, es decir arenoso sobre una capa de
caliche, Aqui M. walkerae se encuentra formando parte de un pastizal con Bouteloua,
Cynodon dactylon y Setaria sp. Este pastizal esta invadido por un matorral bajo donde
aparecen algunas especies como: Acacia berlandieri, Neopringlia integrifolia, Karwinskia
humboidtiana, Calliandra sp, Trichilia sp, Prosopis sp, Koeberlinia spinosa, Cordia
boissieri, Croton leucophylus, Macrosiphonia macrosiphon,y Parthenium sp.

En esta poblacién (P3) las plantas de M. walkerae tienen una altura similar a las plantas de
la poblacién P2 (10 a 20 ¢m), pero con menor cobertura {(10X10 cm). En P3 la floracién se
observd en pocas plantas durante los afios siguientes, cuando se observé florecer, fue en los

meses de agosto a octubre y s6lo se observaron flores masculinas. Aunque no se observaron
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las flores femeninas, hubo presencia de frutos en las plantas (1 por planta en promedio), lo
cual indica la presencia de éstas iltimas.

De las tres poblaciones observadas la unica que fue regular en la floracion durante los 4
afios fue la P2. A partir de ésta, se obtuvieron las muestras para seguir el desarrollo de

flores, frutos y semillas.



2. UBICACION DE LAS FLORES EN LA PLANTA

En el extremo terminal de cada rama se encuentra una inflorescencia que corresponde a un
racimo subespigade que estd constituido principalmente por flores masculinas. En
promedio hay 62 flores por planta, aunque este nimero puede ser mayor ya que surgen
nuevos botones florales durante toda la época de floracién. Hacia la basc de la
inflorescencia masculina se encuentran las flores pistiladas, en promedio de 2.5 flores por
planta,

La descripcion de Manihot walkerae sefiala que es una especie monoica (Croizat, 1942;
Correll y Marshall, 1970; Rogers y Appan, 1973). Sin embargo en el presente trabajo se
detecto la presencia de un tercer tipo floral: las hermafroditas. Estas flores, cuando se
presentan, se encuentran en un promeédio de 2.5 flores por planta y ocupan la misma
posicién que las flores femeninas, es decir éstas son basales a la inflorescencia masculina.
De acuerdo con esto, las plantas no son monoicas, sino trimonoicas segin Percival (1965) o

polipamomonoicas segiin Dafni (1992).

3. MORFOLOGIA DE LAS FLORES MASCULINAS

La mayoria de las observaciones y mediciones hechas concuerdan con las descripciones de
Ia literatura. El perianto es casi tubular y ligeramente hinchado en la base, ¢l tubo mide
cerca de 8 mm de largo en la antesis, los 5 lobulos de los tépalos son ampliamente
lanceolados de 5-6 mm de largo; las flores presentan de 8 a 10 estambres pareados que
surgen de las axilas de las glandulas lobuladas. Rogers y Appan en su monografia (1973)
mencionan que ellos sélo encontraron de 6 a 8 anteras a diferencia de las 10 reportadas en
la descripcion original por Croizat (1942). En las plantas estudiadas en el presente trabajo

el nimero de estambres fue de 8, a 10, nunca 6. Los filamentos miden cerca de 8 mm de
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largo y las anteras 2 mm (Lamina I, Fig. C). La especie estd reportada como protégina por
Correll y Marshall (1970).

4. DESARROLLO DEL ANDROCEOQ:

Durante el desarrollo, los primordios de anteras tienen una protodermis que envuelve al
tejido arquesporial (Lamina II, Fig. A), ésta se divide periclinaimente v da origen al tejido
parietal primario, que formara la pared de la antera y al tejido esporégeno (Lamina Y1, Fig.
B). En una etapa posterior el tejido espordgeno se diferencia dando lugar a las células
madres de las microsporas, mientras la capa parietal primaria se divide periclinalmente
dando origen a dos capas celulares: la capa parietal secundaria externa y la parietal
secundasia interna (Lamina II, Fig. C). Mas tarde la capa parietal externa tiene divisién
periclinal y-formaré 2 capas més; la externa se diferenciara en el endotecio y Ia interna
recibe el nombre de capa media.

En la siguiente etapa, la capa media tiene divisién periclinal y quedard conformada por dos
estratos, en este momento la pared de la antera cuenta con 4 capas: la epidermis, el
endotecio, la capa media formada por dos estratos y el tapetum que es de tipo secretor
(Lémina II, Fig. D). El desarrollo de la antera es de tipo dicotiledéneo, de acuerdo con la
clasificacién de Davis (1966).

En un estado de desarrollo mds avanzado las células madres de las microsporas tienen
meiosis y se forman las tétradas envueltas en una pared de calosa, en M. walkerae son de
dos tipos: decusadas y tetrahédricas (Lamina II, Fig. E).

En la etapa de grano de polen joven la pared de la antera consta de: la epidermis, el
endotecio, los estratos de la capa media obliterados y restos del tapetum que ha secretado
las sustancias que intervinieron en la formacién de la pared del grano de polen. El micleo

del grano de polen joven se divide dando origen a la célula vegetativa y a la célula
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generatriz, esta ultima se divide, dando lugar a las células espermaticas o gametos
masculinos (Lamina II, Fig. F).

En la flor masculina preantesis, la pared de la antera esta formada por sdlo dos capas: la
epidermis y el endotecio. Los granos de polen son tricelulares al momento de la dehiscencia
de las anteras, intectados y con ornamentacién de clavas organizadas en rosetas (Lamina II,
Fig. G).

Usando la prueba histoquimica doble APS-ANN para detectar proteinas y polisacaridos
insolubles, se evidencié una gran cantidad de polisacéridos dentro del grano de polen, que
sustentan e] desarrollo del tubo polinico durante la fecundacién.

Estructuralmente el aparato sexual masculino se desarrolla normalmente y los gametos

masculinos s¢ observan morfoldgicamente bien constituidos.
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LAMINA I. Esquema de 1a morfologia de la flor hermafrodita (A),
flor pistilada (B) y flor estaminada (C)
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LAMINA L. Desarrollo de la pared de la antera y grane de polen desde tejido espordgeno

hasta grano de polen maduro.

Figura A. Corte longitudinal mediano de primordio de antera (etapa I). Protedermis (Pd),

Tejido arquesporial (Ta).

. Figura B. Corte longitudinal mediano de primordio de antera (etapa II). Epidermis (Ep),

Capa parietal primaria (Cp), Tejido espordgeno (Te).

Figura C. Corte longitudinal de antera joven (etapa III). Epidermis (Ep), Capa parietal

secundaria externas ¢ interna (PSet), Células madres de las microsporas (CMm).

Figura D. Corte transversa! de antera (etapa V). Epidermis (ep), Endotecio (¢), Capa media

biestratificada {cm), Tapetum (t).

Figura E. Corte longitudinal transmediano de antera (etapa Vi). Epidermis (Ep), Tapetum

(T), Tétrada isobilateral (i), Tétrada tetrahédrica (t).

Figura F, Corte longitudinal de un grano de polen. Células espermaticas (Ce).

Figura G. Grano de polen con omamentacién de clavas organizadas en rosetas (r), visto al

Microscopio Electrénico de Barrido.
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5. MORFOLOGIA DE LA FLOR FEMENINA.

Las observaciones realizadas concuerdan con lo reportade en la literatura. El perianto
fementno tiene 5 tépalos libres desde la base que miden aproximadamente 10 mm de largo
por 2.5-3 mm de ancho y cuyo extremo es més o menos redondeado (Lamina IFig. B). El
pistilo presenta un ovario globular del cual salen tres estilos cortos unidos en la base y de
cada uno de éstos un estigma muy lobulado; el ovario es sincdrpico, tricarpelar, trilocular,
con un évulo en cada léculo. Después de la fecundacion el ovario se transforma en una
capsula globosa de aproximadamente 12 mm de didmetro y con superficie rugosa con tres
lineas de dehiscencia. Las semillas son aplanadas, de aproximadamente 8 mm de largo por
6 de ancho, presenta una gran camincula de aproximadamente 2.5 mm de largo por 4 de
ancho, de color amarillento y ligeramente partida dando de frente una apariencia bilabiada,
6. DESARROLLO DEL GINECEO.

En botones florales de aproximadamente 1.5 mm de larpo ya se observa el ovario, el estilo
y el estigpma diferenciados. Dentro del ovario se aprecia un pequefio 6vulo con una
curvatura cercana a los 90 °, este 6vulo presenta los primordios del tegumento externo e
intemo que se diferencian de la capa subepidérmica (las divisiones son periclinales y
empujan a Ja epidermis que tiene divisiones anticlinales); en esta etapa se diferencia en el
intertor de la nucela, la célula arquesporial que se divide dando origen a una célula parietal
que continuara dividiéndose intensamente para dar lugar a una crasinucela y a una célula
espordgena que funcionard como célula madre de la megaspora (CMM) (Lémina III, Fig.
A).

En una etapa posterior del desarrollo, el tejide nucelar aumenta sus divisiones y empieza a
ser abundante mientras que los tegumentos estdn ya diferenciados y continilan su

crecimiento (Lamina I, Fig. B). El ovarie, estilo y estigma no presentan grandes cambios,
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Més tarde se puede apreciar que el crecimiento del tegumento externo (formado por 4
estratos celulares) ha rebasado al tegumento interno que también estd formado por 4
estratos celulares y el tejido nucelar ha proliferado formando una protuberancia que se
denomina pico nucelar que va mas alld de ios tegumentos y hace contacto con el obturador
ya diferenciado, esta estructura facilita la emrada del tubo polinico al saco embrionario
durante ia fecundacion. En esta misma etapa se puede apreciar que la célula madre de la
megospora aumenta su volumen y los cromosomas se condensan, lo cual indica que la
“célula esta lista para entrar en meijosis (Lamina III, Fig, C).

Como resultado de la meiosis se forma una tétrada de megasporas, de las cuales Ia ubicada
en el extremo micropilar serd la funcional, las tres restantes degeneran (Lamina III, Fig. D),
en este momento el tegumento externo cuenta con 5 estratos celulares y estd formando al
micropilo, mientras e} tegumento interno sigue conformado por 4 estratos. El évulo, por lo
tanto, s exostomo.

En la siguiente etapa del desarrollo, como resultade de las divisiones de la megaspora
funcional, el saco embrionario quedara formado por 2 sinérgidas y 1 ovecélula (que reciben
en conjunto el nombre de aparato del huevo), una célula central con 2 niicleos polares y 3
antipodas que se localizan hacia la parte calazal. El tegumento externo esta formado por 6 a
7 estratos celulares y el tegumento interno de 8 a 9 capas; el pico nucelar sigue en contacto
con el obturador, en estos dos tejidos se observa una gran cantidad de grénulos de almidén
(Lamina II1, Fig. E).

Por su desarrolio el dvulo es péndulo, anatropo, crasinucelado y el saco embrionario es del
tipo polygonum. El gameto femenino, o sea la ovocélula estd estructuralmente bien
constituida y lista para su fecundacién. El pico nucelar en contacto con un obturador

extenso y masivo son estructuras que favorecen la entrada del tubo polinico a través del
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micropile y por lo tanto, la fecundacién, mas aun cuando se trata de un 6vulo péndulo como
es el caso de M. walkerae, ademds la presencia de almidon en el pico nucelar favorece la

nutricién de los tbos polinicos en su trayecto hacia el 6vulo.
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LAMINA III. Desarroilo de Ovulo
Figura A. Corte longitudinal mediano de dvulo (etapa [). Célula madre de la megaspora

(CMM), Primordio de tegumento interno y externo (Pt).

Figura B. Corte longitudinal mediano de dvulo (etapa II). Nucela (Nu), Tegumento interno

{Ti) y Tegumento externo (Te).

Figura C. Corte longitudinal mediano de 6vulo (ctapa III). Obturador {Ob}, Pico nucelar

(Pn), Célula madre de la megaspora (CMM).

Figura D. Corte longitudinal mediano de 6vulo {etapa IV). Tegumento externo (Te),

Tegumento interno (Ti), Megasporas abortivas (Ma}.

Figura E. Corte longitudinal mediano de flor en antesis (etapa V1I}. Ovario (Ov), Obturador

{Ob), Granos de almiddn en el pico nucelar (ga).
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7. MORFOLOGIA Y DESARROLLO DE LA FLOR HERMAFRODITA.

Croizat (1942} en su descripcion original de la especie menciona que del disco camoso de
las flores femeninas surgen algunos estambres (no menciona cuantos) aparentemente
imperfectos (estaminodios).

Durante el trabajo de campe de la presente investigacioén se observo que habia flores en el
sitic descrito para las flores femeninas, pero con estambres y que en éstas, el perianto esta
compuesto de tépalos Libres desde la base y su forma y dimensiones eran como las
reportadas para las flores femeninas (Lamina [, Fig. A). El androceo en estas flores presenta
de I a 5 estambres solamente, en comparacién con los encontrados en las flores masculinas
que son de 8 a 10, los estambres se desarrolian como en las flores masculinas y los granos
de polen son morfoldgicamente iguales a los producidos en estas iltimas. Los estambres de
estas flores persisten hasta la etapa de fruto.

El gineceo es de morfologia y dimensiones similares al de las flores femeninas, los dvulos
se desarroilan igual y después de la fecundacion se transforman en semillas.

Considerando a las flores hermafroditas y a las femeninas se obtienen 5 flores por planta en
promedio, que tedricamente producirian un total de [5 semillas por planta, pues
comiinmente se producen 3 semillas por fruto. Sin embargo es frecuente encontrar algunos
frutos que sélo producen una o dos semiilas, pues existe la aborcion de 6vulos o semillas en
etapas muy tempranas,

La presencia de flores hermafroditas es un hallazgo en este trabajo pues no se habian
descrito para esta especie, por Jo que, de considerarse una especie monoica con flores

femeninas y masculinas ahora deberd considerarse trimonoica o poligamomonoica.
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8. DESARROLLQ DE LA SEMILLA

Una vez que se ha Ilevado a cabo la fecundacion, los tegumentos empiezan a tener cambios
que concluiran en la formacién de la cubierta seminal. En una etapa temprana se observa
que las células del tegumento externo en la zona funicular proliferan y empiezan a formar
lo que serd la cardncula, en esta etapa el tegumento externo, ahora Hamado testa, presenta
una capa externa (exotesta) uniestratificada, una capa intermedia (mesotesta) compuesta de
5 a 7 estratos y una capa interna (endotesla) uniestratificada de células homogéneas de
forma ctibica (Lamina IV, Fig. A). El tegumento interno, ahora llamado tegmen, tiene una
capa externa (exotegmen) uniestratificada, la capa intermedia (mesotegmen) esta formada
de 10 a 14 estratos de células parenquimatosas y la capa interna (endotegmen) es
uniestratificada de células en forma cibica.

En un estado posterior del desarrolio, las células del endotegmen se alargan anticlinalmente
formando un parénquima en empalizada y se observa un denso citoplasma (Lamina IV, Fig.
B). En este momento ya sé esta formando el endospermo que es de tipo nuclear, su
formacién comienza en el extremo micropilar y se va extendiendo hacia la region calazal,
al mismo tiempo la nucela va desapareciendo en esta misma direccidén. En la etapa
siguiente, las células del endotegmen empiezan a colapsarse y las células de Ia endotesta y
sobre todo las del exotegmen empiezan a diferenciarse, en esta misma etapa el endospermo
ha desplazado casi en su totalidad a la nucela y se puede observar a un proembridn de
aproximadamente 10 células (L&mina IV, Fig. C). En esta etapa se observa una gran
cantidad de granulos de almidén en el mesotegmen (Lamina IV, Fig. D).

Més tarde las células del exotegmen siguen teniendo un alargamiento en el sentido

anticlinal, el endospermo ocupa ya todo el espacio interno y el embridn sigue aumentando

su volumen.
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En la etapa en la que el embridn tiene una forma globular, el endospermo adyacente a éste
empieza a celularizarse (Lamina IV, Fig. E), el endotegmen sigue colapséndose y el exoteg-
men sigue alargdndose y se puede observar una gran cantidad de almidén en la exo y
mesotesta asi como en el mesotegmen.

En la etapa de embrion acorazonado el endosperme sigue celularizindose hacia Ia calaza, el
endotegmen ha desaparecido, el mesotegmen estd formado de células parenquimatosas y el
exotegmen con sus células alargadas ¥ curvas presenta engrosamientos en la pared celular y
las céhulas de Ia endotesta siguen alargandose (Lamina IV, Fig. F).

El embrién en forma de torpedo tiene cotiledones delgados de unos 3 a 4 estratos, en esta
etapa el endospermo celular ya ocupa todo el espacio interior v la cubierta seminal esta
formada por unos 5 estratos de mesotegmen, un exotegmen esclerosado formado por
células liamadas de malphigi (con reaccién positiva a la prueba histoquimica de
flaroglucing para detectar lignina), la endotesta formando un parénquima en empalizada, la
mesotesta compuesta de unos 5 estratos de células de parénquima y la exotesta unjestratifi-
cada con poros que se encuentran distribuidos a lo largo de la rafe basta la zona calazal
(Lamina V, Fig. A, B, C, Dy E).

La semilla madura lista para la dispersion es de forma aplanada de aproximadamente 8 mm
de largo y 6 mm de ancho, su color va del café amarillento claro (2.5Y 6/4) a un café
amarillento obscuro (10YR 4/4) (Munsell, 1992) y presenta manchas de color gris rojizo
obscuro (2.5YR 3/1) por ambas caras, es muy evidente una estructura carnosa ilamada
caruncula.

Tobe, en 1989 habla de las dificultades de trabajar embrioclogia vegetal y de la importancia
que ésta tiene para los andlisis taxondmicos, asi, los datos arriba expuestos aportan

informacién embriolégica que puede ser util para el mejor entendimiento de las relaciones
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filogéneticas dentro de a familia Euphorbiaceae. De esta manera Kapil y Bhatnagar (1994)
validan la taxonomia actual de la familia Euphorbiaceae usando caracteres embriologicos y
discuten las posibles relaciones filogenéticas con base en esos caracteres ademds
mencionan en su trabajo que no hay informacion para el génera Manihot. Asi mismo,
Tokuoka y Tobe (1995) también hacen un analisis taxondmico de la familia Euphorbiaceae
y discuten el valor taxondmico de algunos caracteres embrioldgicos para la familia y al
igual que Kapil y Bhatnagar (1994), mencionan la falta de estudios embrioldgicos para
muchos géneros de la familia, incluido Manihor.

Algo importante de resaltar es que de acuerde con los resultados obtenidos, la especie
Manihot walkerae en condiciones naturales, no presenta ninguna alteracién durante el
desarrollo de los verticilos sexuales, ni en el desarrollo de la semilla. Por otro lado, aunque
las plantas que se mantuvieron en condiciones de laboratorio presentaron una floracion
constante, a nivel histolégico mostraron un desarrolio anormal. Algunas de estas
anormalidades fueron: Las microsporas durante la meiosis presentaron gran cantidad de
vacuolas, lo que nos da idea de tejido en franca degeneracién, ademds, después de la
meiosis muchas tétradas de microsporas seguian unjdas y en ocasiones se podia observar
hasta 10 microsporas rodeadas por una sola pared de calosa.

Seglin las observaciones arriba anotadas M. walkerae presenta alteraciones en su desarrollo

fuera de su habitat natural.
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LAMINA IV. Desarrollo de semilla

Figura A. Corte longitudinal mediano de semilla joven (etapa I). Tegumenio extemo que
empieza a formar la carlincula (Ca), Capas que forman la testa (Te), Capas que forman el

tegmen (Tg), Primeras etapas del endospermo de tipo nuclear (en), Nucela (Nu).

Figura B. Corte longitudinal mediano de semilla joven (etapa I). Células de endotegmen
alargéndose anticlinalmente (Etg), Mesotegmen formado aproximadamente por 5 capas

celulares (mTg), Testa (Te).

Figura C. Corte longitudinal mediano de semilla (etapa III). Proembrién de aproxima-

damente 10 células (Pe), Endospermo (en).

Figura D. Corte longitudinal transmediano de semillas (etapa IIF). Granos de almidén en la

mesotesta, Endosperme (en).

Figura E. Corte longitudinal mediano de semilla (etapa V). Embridn en etapa globular (em),

Primeras células del endospermo (en).
Figura F. Corte longitudinal mediano de semilla (etapa VI). Cartincula (ca), Endotesta con

células que empiezan a alargarse {¢Te), Exotegmen con células alargadas que empiezan a

engrosar sus paredes (xTg), Mesotegmen (mTg), Embrion en forma de corazén (em).
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LAMINA V. Desarrollo de semilla (3ltimas etapas)

Figura A. Corte longitudinal mediano de semillas (etapa VII). Carincula {Ca), Mesotesta
con haz vascular (mTe), Endotesta con células alargadas (eTe), Exotegmen con células con
paredes lignificadas (xTg), Mesotegmen con células de parénquima (mTg), Células de

endospermo {en), Embrién con delgados y largos cotiledones (em).

Figura B. Fotomicrografia la microscopio electronico de barrido (MEB) de semilla madura

deshidratada. Cubierta seminal (Cs), Endospermo (en).

Figura C. Fotomicrografia al microscopia electronico de barrido (MEB) de semilla madura
deshidratada. Capas de la testa (Te), Exotegmen con paredes lignificadas (xTg),

Mesotegmen (mTg) y Células de endospermo (en).

Figura D. Corte transversal mediano de semilla madura hidratada. Exotesta con algunos
poros (xTe), Endotesta con células alargadas anticlinalmente (eTe), Exotegmen con células
lignificadas (xTg), Mesotegmen con células de parénquima (mTg) y células del

endospermo (en).

Figura E. Fotomicrografia al MEB de semilla madura deshidratada donde se observan los

poros (p) a lo largo de la rafe.
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9. DESARROLLO DE LA CARUNCULA,

Una vez que el 6vulo se ha desarrollado, puede observarse que en la region de la rafe el
extremo terminal del tegumento externo esta engrosade y es ahi de donde se formara la
carancula (Lamina IV, Fig. A). Durante el desarrollo de la semilla esa misma zona sigue
aumentando su volumen y por lo mismo causando una separacin entre micropilo y la zona
donde se une el 6vulo y la placenta. En una semiila madura (hidratada) puede observarse
muy bien a la canincula que estd entre el micrdpilo e hilo ¥ al mismo tiempo los cubre
parcialmente, esta estructura mide unos 4 mm de large por 5 mm de ancho y estd
compuesta principalmente de dos tipos de células parenquimdticas: unas 4 o 5 capas de
células cercanas a la superficie son de forma alargada y las mas internas son isodiamétricas.
En M walkerae las pruebas histoquimicas hechas a la carimenla de las semillas para
detectar aceites resultaron positivas, observindose gotas de color rojo o rosado con la
prueba con Rojo O de aceite y gotas del mismo color con la prueba de Azul de Nilo para
detectar grasas totales.

10. PAPEL DE LA CARUNCULA EN LA POSIBLE DISPERSION DE LAS SEMILLAS.
Se ha reportado la dispersion por hormigas (mirmecocoria) para semillas carunculadas de
diferentes taxa, Horvits y Beattie (1980) describen la conducta de diferentes especies de
hormigas al interactuar con semillas ariladas de Calathea micracephala y C. ovadensis
{Marantaceae). Dependiendo de la especie de hormiga, las semillas pueden ser colectadas y
despojadas totalmente del arilo para después ser dispersadas al depositarlas en los basureros
de los nidos donde existen condiciones de humedad y temperaturas particulares, ademds de
ser ricos en nutrientes y proteger a las semillas de posibles depredadores. Otras especies de
hormigas no colectan las semillas, sino que en el lugar donde las encuentran, éstas extraecn

algo de los arilos y en ocasiones los muerden. Al hacer cortes de las semillas con arilos y
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después de realizar pruebas histoquimicas a los cortes, encontraron que é€stos tenian gran
cantidad de gotas de lipidos.

Aunque en la localidad donde se colectaron las semillas de M walkerae se observaron
varios hormigueros de las llamadas comfnmente hormigas rojas, no se pudieron ver
hormigas colectando semillas. Sin embargo en el laboratorio pudo observarse que al dia
siguiente de poner a secar algunas semillas de M walkerae sobre una mesa, éstas tenian
una gran cantidad de hormigas de las que invaden el drea. Al revisar algunas de estas
semillas al microscopio estereoscopico, se comprob6 que presentaban varios hoyos en la
carincula. Los resultados positivos a las pruebas histoquimicas con Rojo O de aceite y azul
de nilo en esta estructura, indican que contiene aceltes, los cuales pueden ser responsables
de que las hormigas se vean atraidas. Ademds el haber encontrado en el laboratorio las
cariinculas de las semillas mordisqueadas, sugiere la idea de que las semillas de esta
especie pueden ser dispersadas por estos insectos. Si las hormigas son vectores de las
semillas de M. walkerae podsian estar influyendo en la dinimica poblacional y en la
distribucién de las plantas, si esto es asi podria ser la explicacion del por qué en la
poblacién de Aldama algunas plantas de M. walkerae se encuentran en hoyos sobre las
rocas. Para responder a preguntas como éstas es necesario hacer mds estudios sobre la
posible interaccién hormigas-semillas, como los realizados en las especies de la familia
Marantaceae por Horvitz y Beattie (1980), Horvitz (1981) y Horvitz y Schemske, (1984).
PROPAGACION DE M. walkerae.

Durante 4 afios y medio de visitas a las poblaciones de M. walkerae no se observaron
plantulas, ni cerca ni lejos de las plantas madre lo que sugiere:

1) Que las semillas quedan almacenadas en un banco en el suelo.
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2) Que éstas en su mayoria son depredadas y que la especie puede propagarse
vegetativamente.,

Con respecto al primer punto se puede mencionar que la poblacién de M. walkerae que
crece en el terreno de cultive fue la que presento una floracién anual regular, produciendo
en teoria 1,500 semillas aproximadamente, por lo cual se esperaria encontrar plantulas en
esta poblacién, pero durante las visitas que se hicieron a esta localidad no se encontraron
€stas. En el presente estudio se encontré que la cubierta seminal cuenta con una capa
bastante gruesa de esclerénquima en empalizada, lo que le confiere 2 las semillas una gran
resistencia mecénica e impermeabilidad por lo cual es probable que éstas puedan
incorporarse a un banco en el suelo, ademds por estas caracteristicas pueden ser clasificadas
como semillas duras (Mayer y Poljakoff, 1978).

Con respecto 2 la depredacién Nartey (1978) menciona que en Manikot esculenta el
endospermo de las semillas es tan abundante que al momento de la germinacion se le puede
observar sobre los cotiledones como una gelatina, y es entonces cuando hongos y bacterias
aprovechan para infestarlo impidiendo de esta manera el establecimiento de la plantula, en
M. walkerae el endospermo también es abundante asi que es posible que al germinar la
semilla, ésta pueda ser atacada por microorganismos y la pléntula no establecerse.

Durante las visitas a la poblacién que crece en ¢l terreno de cultivo en el ejido Morales se
encontraron enterrados algunos fragmentos de raiz tuberosa que contaban ya con ramas y
hojas o cual indica que la especie puede propagarse vegetativamente. La especie M
esculenta es propagada principalmente por estacas que se obtienen al fragmentar la raiz de
ésta, en M. walkerae aunque la raiz tuberosz es mds pequefia, parece que sucede algo

similar,
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11. COLECTA DE LAS SEMILLAS Y OBSERVACIONES DE CAMPO

Las semillas que se utilizaron para las pruebas de germinacién se obtuvieron de frutos
maduros hidratados cosechados en el campo, estos frutos se envolvieron en papel periédico
y s¢ dejaron secar al ambiente. El fruto al secarse abre y arroja a las semillas (dispersion de
tipo explosiva), por lo que se esperaria que las semillas fueran arrojadas lejos de la planta
madre. La distancia de dispersion depende de 1a fuerza, el dngulo y la altura con que la
semilla es arrojada de Ia planta madre (Beer y Swaine, 1977; Swaine y Beer, 1977) (Fig. 1).
En las visitas que se hicieron al campo se abservaron semillas de Manihot walkerae justo
debajo de las plantas, de acuerdo con el modelo de Beer y Swaine la explicacién es que los
frutos en esta especie se encuentran por debajo del follaje de la planta, a escasos
centimetros del suelo y en ocasiones en contacto directo con éste, estas caracteristicas
podrian ser la causa por la cual las semillas no pueden ser arrojadas muy lejos y es por ¢so

que se les encuentra cerca de la planta madre.

ALTURA \

SUELO L

Figura 1. Esquema donde se muestra que la distancia que viaja una semiila depende de la
velocidad, el dngulo vy la altura a la que ésta es arrojada desde la planta madre.
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12. PRUEBAS PRELIMINARES DE GERMINACION,

Bianchini y Pacini (1996), proponen que en Ricinus communis (Euphorbiaceae), la
carimcula ayuda en la deshidratacion, hidratacién y germinacién de las semillas y
refacionan estos procesos con las intercomunicaciones que encuentran en la estructura
celular de la caniincula. Por otro lado, Nartey (1978) en su trabajo con Manihor esculenta
menciona que para mejorar la germinacion en esa especie hay que eliminar la carineula y
escarificar ligeramente en esa zona ¥ que el proceso puede ser mejor si las semillas se
ponen a germinar a una temperatura de 30 °C. Tomando las cita anteriores como referencia
se decidié hacer una prueba preliminar de perminacién con las semillas de Manihot
walkerae. En ese momento se contaba con solo 20 semillas asi que se colocaron éstas en
dos condiciones:

1) 10 semillas con carincula (intactas) en una caja petri con papel absorbente y

2) 10 semillas sin cariincula y escarificadas en la zona micropilar en otra caja petri.

Ambas cajas se colocaron a una temperatura constante de 25 °C y con un fotoperiodo de 12
horas obscuridad y 12 horas luz, haciendo revisiones cada terce;- dia.

En la caja con la condicién “semillas intactas” no hubo germinacion después de 20 dias,
ademds, se observo que en esta caja las semillas tenian hongos en la cubierta seminal pero
principalmente en la carneula.

En la segunda caja con la condicién “semillas sin canincula y escarificadas” se presentd la
primera semilla germinada al dia 14 y para el dia 20 habia 5 semillas germinadas. En esta
caja las plantulas resultantes de la germinacién no estaban contaminadas, en cambio las
semillas que no germinaron presentaban hongos sobre la cubierta seminal.

Por lo anterior, se puede mencionar que las semillas de M. walkerae sdlo germinan {en

condiciones de laboratorio) cuando son despojadas manualmente de sus caninculas y
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adetnds se escarifican en esa zona. Esta conclusion esta apoyada también por el anilisis que
se hizo a los cortes de la carlincula, en Jos cuales no se observaron las intercomunicaciones

celulares reportadas para la carincula de B. Communis.

13. ANALISIS DE VARIANZA PARA LAS PRUEBAS DE GERMINACION.

La experiencia de las pruebas preliminares de germinacion sirvid para realizar las pruebas
de germinacién. En el analisis de la varianza que se les hizo a los datos registrados durante
las pruebas de germinacién se puede ver en la tabla I que no hay evidencia significativa
(o=0.05) de interaccion de los factores probados (semilias hundidas-flotantes y de la
temper‘a:t\ra constante-fluctuante) que influyera en el porcentaje de germinacion (F. 1.81
n.5.=0.19). En {a misma tabla se puede observar que tampoco hay diferencia significativa
para cada uno de los factores probados por separado, semillas hundidas-flotantes (F= 0.1
n.s.= 0.75) y temperatura constante-fluctuante (F= 0.27 n.s.=0.61).

De acuerdo con estos resuliados se puede decir que no hay diferencia significativa en la
germinacién entre las semillas hundidas y flotantes que se someten a temperaturas
constantes de 30 °C o fluctantes de 15-25 °C (Grafica 1 y 2). Por lo tanto, se puede concluir
que las semillas de M. walkerae germinan a los 15 dias {en promedio) despugs de que se les
elimina la carincula y se les escarifica en esa zona con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas obscuridad. En observaciones posteriores se encontré que modificando la temperatura

a 35 °C, las semillas germinan dentro de los primeros 3 dias y su porcentaje es mayor.

ESTA T'Ii"r -
OE L4 prgy 075k
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ANALISIS DE VARIANZA PARA LA GERMINACION DE SEMILLAS DE Manihot. walkerae HUNDIDAS, FLOTANTES, Y
SOMETIDAS A TEMPERATURA CONSTANTE (30°C) Y FLUCTUANTE (15-25°C).

FUENTE DE SUMA DE CUADRADOS | GRADOS DE | CUADRADOS Fc F, NIVEL
VARIACION LIBERTAD MEDIOS SIGNI.
EFEC. PRINCI. 60.48375 1 60.48 0.1 4.35 0.7587
A: CONDICION
B:TEMPERATURA 167.69 i 167.69 0.27 4,35 0.6102
INTERACCION 1,100.80 1 1,100.80 1.81 4.35 0.1928
AvsB
ERROR 12121.380 20 606.06
TOTAL 13450.35 23

N.S.= No significativo
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Figura 2. Grifica mostrando ¢l porcentaje de germinacidn promedio de semillas sometidas
a los 4 diferentes tratamientos.
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VII. CONCLUSIONES

- Deacuerdo con la Norma Oficial Mexicana nom-ecol-059-1994 y las observaciones
realizadas en este trabajo se puede decir que M walkerae puede considerarse en la
categoria de “especie amenazada”, ya que las localidades en las que se encuentra
creciendo estin sometidas a una gran perturbacién. En la localidad de Aldama, ia
vegetacion es alterada por pastoreo de ganado vacuno y caprino, aunque parece que la
especie no es palatable para los animales, el impacto que éstos ejercen sobre la
comunidad es muy grande pues pisan, tiran o comen muchas de las plantas que crecen
en los alrededores donde se encuentra M. walkerae. En la poblacion que se encuentra
en el terreno de cultive en el municipio de Abasclo, ademas del pastoreo de ganado
vacuno existe el riesgo del uso de herbicidas ya que se observé que en un terreno
adyacente se usan estas sustancias y no se ha encontrado ni un solo ejemplar de esta
especie.

- Otras consideraciones surgidas de este trabajo son: la formacién de los drganos y
estructuras reproductoras de esta especie en estado silvestre es normal, produciéndose
granos de polen, évulos y semillas viables. Las plantas conservadas en condiciones de
laboratorio presentan una floracién continua durante todo ef afio, pero ¢l desamollo de
las estructuras reproductoras es anormal. Esta observacién es importante si se
considera la conservacion de la especie fuera de su hébitat natural.

- Las semillas poseen latencia por testa dura, caracteristica que puede permitir su
incorporacién al banco de semillas en el suelo y germinar cuando naturalmente se

escarifiquen y las condiciones sean propicias para ello.
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La ausencia de plantulas en las poblaciones durante el tiempo que duro este estudio,
plantea un problema para la propagacion de la especie a través de semillas, por lo que
se propone verificar la existencia de semillas en el suelo, realizar pruebas de
geminacion en €l campo, y hacer estudios sobre la relacion semilla-hormiga entre
otros.

El haber encontrado pedazos de raiz con ramas y hojas sugiere que la especie puede
propagarse vegetativamente,

La dispersion y escarificacion de las semillas podria hacerse a través de la relacion
carimcula-hormiga.

Por iltimo, ¢l estudio de esta especie tan importante econdmicamente, continiia
enfocindose ahora 4 esclarecer el tipo de reproduccidn que presentan las dnicas
poblaciones silvestres de M. walkerae en el mundo, las cuales se encuentran en

Meéxico.
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