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RESUMEN

Syringodium filiforme (Cymodoceaceae) es un pasto marino dioico del Atlantico
Oeste tropical. Se estudié el desarrollo del fruto y la semilla con microtecnia
convencional. La inflorescencia de S. filiforme es de racimosa a cimosa. En
cada nodo floral presenta dos flores idénticas y contrapuestas subtendidas por
una bractea. La flor estd compuesta por ovario, estilo corto y hueco y un
estigma alargado, liso y bifurcado. El évulo es ortotropo, sésil, bitégmico y
endostomo. El saco embrionario es pequefio con respecto al 6vulo maduro y
presenta tres antipodas que se fusionan, una célula central, dos sinérgidas y
una célula huevo. El fruto es una drupa indehiscente, presenta exocarpo,
mesocarpo y endocarpo de grosor variable segun la etapa de desarrollo,
contiene 1 sola semilla, y constituye la unidad de dispersion. El exo- y
mesocarpo del fruto se desprenden una vez que el fruto es dispersado,
quedando unicamente el endocarpo. El endocarpo presenta lacinia (zona de
dehiscencia del fruto) y esta compuesto por células de paredes lignificadas y
participa activamente en la latencia de la semilla. La semilla tiene una cubierta
seminal delgada consistiendo de pocos estratos celulares, las reservas estan
alojadas en el hipocotilo y el embrién esta compuesto por el eje embrionario y
el cotiledon. EI meristemo apical y los primordios foliares estan cubiertos por un
coleoptilo. En una zona costera la produccién potencial de frutos fue de 1,800
frutos m™, sin embargo en el sedimento se encontraron sélo del 0.05 al 0.1%
de éstos. La prueba de viabilidad aplicada en las semillas en el sedimento
extraidas por medio de los nucleadores fue negativa. No se registrd ninguna
semilla germinando durante los 5 meses del transcurso del estudio.




INTRODUCCION

Los pastos marinos son las uUnicas angiospermas adaptadas al ambiente
marino y corresponden al grupo de las monocotiledoneas. A diferencia de otras
hidrofitas poseen la capacidad de vivir y crecer en aguas salinas. Su ciclo de
vida, incluyendo la polinizacion y reproduccion, es totalmente hidréfilo (excepto
en la familia Ruppiaceae). Se encuentran bien adaptadas al oleaje debido a su
eficiente sistema de anclaje. Son importantes productores primarios y forman
complejos ecosistemas marinos.

Los pastos marinos se incluyen dentro del orden Alismatales (Pagina en
Red: Missouri Botanical Garden, 2008). Se encuentran representados por seis
familias: Hydrocharitaceae que comprende especies marinas y dulce acuicolas;
Ruppiaceae y Zannichelliaceae que incluyen especies eurisalinas; y por ultimo
tres familias compuestas exclusivamente por pastos marinos: Zosteraceae,
Posidoniaceae y Cymodoceaceae, (Syringodium filiforme corresponde a esta
altima).

Syringodium filiforme se distribuye en el Golfo de México, el Caribe y las
Bermudas. Se han hecho estudios taxondémicos que en un pasado la incluian
dentro de la subfamilia Potamogetonaceae (Ascherson y Graebner, 1907; den
Hartog, 1970), actualmente se encuentra dentro de la familia Cymodoceaceae
que incluye los géneros Halodule, Cymodocea, Thalassodendron, Amphibolis y
Syringodium (Larkum y Den Hartog, 1989).

A pesar de que los trabajos en pastos marinos han ido
aumentando, la mayoria de ellos tratan temas sobre la ecologia o bien
fisiologia de los mismos y sobre la ontogenia, los trabajos son extremadamente
reducidos.

McMillan (1981, 1983) y Bragg y McMillan (1987) son las uUnicas
referencias con que se cuenta a la fecha sobre investigaciones relacionadas
con el morfologia general fruto, la semilla, germinacion y estimacion de banco
de semillas de S. filiforme. Sin embargo aun falta por conocer el desarrollo del
fruto y la semilla asi como la posible formacion de bancos de semillas en el
Caribe mexicano, ambos, propdsitos del presente trabajo.

La bibliografia de trabajos histol6gicos y micromorfologicos referentes al
desarrollo de fruto y semilla en pastos marinos es escasa, Unicamente se
cuenta con el trabajo de Jiménez (2002) en Thalassia testudinum. El resto de
los trabajos reportados para Cymodocea, Zostera y Halodule (Bragg y
McMillan, 1986; Bragg y McMillan, 1987; Caye y Meinesz, 1986; Den Hartog,
1970; Kuo y Den Hartog, 2000; Kuo y Kirkman, 1990; McMillan, 1981 y
McMillan et al, 1982), se refieren mas bien a descripciones morfoldgicas
observadas durante la germinacion.




ANTECEDENTES

Los pastos marinos se encuentran presentes en alrededor del 15% de la superficie
del océano. Se considera que conforman ecosistemas complejos y que ocupan
uno de los primeros lugares entre las comunidades autosuficientes del planeta
(Duarte y Chiscano, 1999).

Las plantas acuéticas abarcan grandes areas de extension del suelo marino
en zonas costeras y sostienen la cadena alimenticia en estos sistemas. Se han
visto sujetas a diversas adaptaciones para poder desarrollarse exitosamente
dentro del agua. En 1920, Aber (en: Den Hartog, 1970), reconocié cuatro
propiedades fundamentales que debe tener toda planta acuatica marina: 1) estar
adaptada a la vida en un medio salino; 2) ser capaz de crecer completamente
sumergida; 3) tener un sistema de anclaje seguro y, 4) tener un sistema de
polinizacion hidrofilo. Recientemente una quinta propiedad fue propuesta por Den
Hartog (2000), ser capaces de competir exitosamente en el medio marino. De
acuerdo a estas cinco propiedades, los pastos marinos forman complejos grupos
ecoldgicos y estan bien adaptados a vivir en el agua.

Representan una de las comunidades mas productivas del mar puesto que
son productores primarios, proveen habitat a otras especies, mantienen estable el
sedimento y lo oxigenan, protegen el fondo marino y a sus habitantes de
fendmenos abrasivos (Phillips y Mefiez, 1988) y evitan la erosion de las playas;
por tanto son un recurso insustituible en las comunidades litorales. Viven en
ecosistemas costeros, los cuales suelen ser de baja profundidad, por lo que se
encuentran constantemente sometidos al estrés ocasionado por diferentes
factores fisicos como la corriente, el oleaje, huracanes, tormentas vy
antropomorficos, entre otros. Un modo de respuesta a las condiciones
desfavorables es la formacion de bancos de semillas (Orth 2000; Orth et al., 2006;
Pergent y Pergent, 2000), los cuales contribuyen a la permanencia de los pastos
ante perturbaciones, puesto que las semillas estan bien protegidas y pueden
soportar periodos de latencia largos hasta que las condiciones tanto ambientales

como fisiologicas de la semilla sean adecuadas para la germinacién (Inglis, 2000).




Evolucién de las angiospermas marinas

Se han realizado diversos estudios para tratar de discernir el origen de las
angiospermas marinas, sin embargo ha sido dificil reconstruir su historia dado que
existen patrones de evolucion convergente en los caracteres morfolégicos y no
son un grupo monofilético. De acuerdo con Les et al. (1997) las angiospermas
marinas han evolucionado en tres clados monofiléticos: Cymodoceaceae,
Zosteraceae e Hydrocharitaceae. En 1920 Arber (citado en Den Hartog, 1970)
menciona que las angiospermas marinas penetraron al mar desde el agua dulce.
Si esto es cierto, significa que los pastos marinos evolucionaron a partir de un
ancestro que ya estaba adaptado al agua y la transicién de agua dulce a agua

salada se dio de la siguiente manera:

Especies de agua dulce — especies tolerantes a la salinidad — especies de agua

salobre — especies marinas.

Taxonomia de los pastos marinos

Utilizando secuencias del gen de la subunidad larga de la ribulosa - difosfato
carboxilasa (rbcL), los analisis de filogenia molecular obtenidos soportan la
inclusion de los pastos marinos en la subclase Alismatidae (Procaccini et al.,
1999), en la cual las plantas cumplen las siguientes tres condiciones: ser
acuaticas, tener tolerancia a la sal y verdadera hidrofilia (Les et al., 1997).

Existen aproximadamente 60 especies de angiospermas marinas que se
encuentran distribuidas en 14 géneros (Short y Coles, 2001) y 6 familias (Les et
al., 1997; Phillips y Mefiez, 1988)

- Zosteraceae que incluye los géneros Zostera, Heterozostera y Phyllospadix.

- Cymodoceaceae que incluye a los géneros Halodule, Cymodocea,

Syringodium, Thalassodendron, Amphibolis.

- Posidoniaceae que incluye un solo género Posidonia.




- Hydrocharitaceae que incluye a los géneros Thalassia, Halophila, Enhalus.
- Ruppiaceae con las especies Ruppia aff. Tuberosa y Ruppia megacarpa.

- Zannichelliaceae donde se encuentra Lepilaena marina.

Distribucion

La distribucion puede definirse como el rango o el area dentro de la cual se
localizan especies particulares (Short y Coles, 2001).

La mayoria de las especies de pastos marinos estan confinadas a zonas
tropicales y tienen una amplia distribucion en este rango; se concentran
principalmente en cuatro areas: el Océano Atlantico, el Pacifico, el Mar del Caribe
y el Golfo de México (Green y Short, 2003) (Fig. 1).

Los patrones fitogeograficos se dan como resultado de la interaccion de las
poblaciones individuales de especies con las condiciones locales ambientales. La
distribucién geografica de los pastos marinos esta fuertemente determinada por la
temperatura, y la distribucion local se debe a la disponibilidad de luz solar y es el
resultado de una interaccion dinAmica de condiciones como: salinidad, radiacion
solar, sustrato, profundidad, y temperatura asociada a la tolerancia de las

poblaciones (Phillips y Mefiez, 1988).

Figura 1: Mapa de la distribucion mundial de los pastos marinos que muestra, en color verde obscuro, los centros de alta
diversidad especifica, es decir, donde se han elaborado estudios con diferentes especies. En color verde claro se muestra
la potencial distribucién de las poblaciones elaborada con programas de distribucion geografica. Tomada de Green y Short,
2003.




En México los pastos marinos se distribuyen en el Golfo de México, el Mar
del Caribe y el Océano Pacifico. Forman extensas praderas distribuidas a lo largo
de las zonas litorales, abarca desde estuarios, marismas, pantanos de marea a
lagunas costeras; desde los pocos centimetros hasta poco mas de 7m de
profundidad (de La Lanza y Tovilla, 1986). La profundidad a la que crecen se

encuentra asociada a la disponibilidad de luz para la fotosintesis (Duarte, 1991).

Biologia de los pastos marinos

Morfologia

El cuerpo de la planta de un pasto marino consiste de: rizoma herbaceo o
cilindrico rastrero bien desarrollado hundido en la arena, uno o dos tipos de raices
y varios tallos erectos que tiene varias hojas, cada una con vaina en la base. Las
raices son adventicias, con pelos radiculares; la raiz madura tiene epidermis y
tejido parenquimatoso que encierra al aerénquima y al haz vascular. Las hojas
estan cubiertas por una cuticula delgada sin estomas que permite realizar el
intercambio gaseoso y la fotosintesis (Kuo y McComb, 1989; Kuo y Den Hartog,
2006).

Reproduccion

La reproduccién en pastos marinos puede ser de dos tipos, por medio de semillas
0 sexual, o a través de partes de la planta o vegetativa (Den Hartog, 1970). La
capacidad de propagarse asexualmente y el éxito de la reproduccién sexual son
factores biolégicos que determinan el tamafio, variabilidad y abundancia de los
pastos marinos (Short y Coles, 2001).

La reproduccion vegetativa es muy comun y se lleva a cabo por medio de
la extension de los rizomas (Duarte y Sand-Jensen, 1990); o bien puede ocurrir
por medio de la dispersion y establecimiento de fragmentos sueltos de la planta.
Muchas de las especies perennes de pastos marinos son capaces de utilizar

reservas de energia y nutrientes que han sido almacenadas temporalmente en sus




rizomas para sobrevivir en condiciones desfavorables e iniciar el crecimiento de
un nuevo clon cuando las condiciones son propicias (Hammerstrom et al., 2006).

La reproduccion sexual (a partir de la fusion de dos gametos sexuales) es
importante ya que brinda variabilidad genética a la poblacion. Es a través de ésta
que las poblaciones pueden responder genéticamente a las condiciones del medio
y adaptarse. Se ha supuesto que la colonizacién de nuevas areas se da cuando
las semillas o frutos que han sido dispersados mas alla de la poblacion originaria
se depositan en el sedimento y dan lugar a la germinacion (Phillips y Mefiez, 1988;
Orth, 2001; Orth et al., 2006). Las semillas se dispersan en el espacio por varios
agentes: corrientes, oleaje, posiblemente herbivoros y humanos (Matthew y
Battista, 2004).

Desarrollo de frutos y semillas

Existen pocos trabajos en los que se haya estudiado el desarrollo de frutos y
semillas de los pastos marinos, Jiménez (2004) describi6 el desarrollo de frutos y
semillas, material de reserva y el embrion de Thalassia testudinium Banks ex
Koéning (Hydrocharitaceae). Se conocen otros estudios del desarrollo de
Cymodocea rotundata y Zostera noltii (McMillan et al, 1982; Loques et al, 1990).

La consistencia de los frutos puede variar de carnosa a dura (Kuo y Den
Hartog, 2006; Jiménez, 2004; McMillan, 1981, 1983) y en uno o mas estratos
puede presentar taninos (metabolitos secundarios para defensa de la planta)
(Becker, 1984 y Bennett y Wallsgrove, 1994.

Una vez que el fruto se desprende puede dispersarse y las semillas pueden
formar bancos dependiendo de la especie y éstos pueden ser persistentes (Bragg
y McMillan 1986; McMillan y Bragg, 1987; Jiménez, 2004; Kuo y Den Hartog,
2006).

Germinaciéon en Angiospermas

La germinacion es el proceso por medio del cual el embrion que habia

permanecido encerrado en la semilla da origen a la raiz y a las primeras hojas de




una nueva planta que, por tanto, puede ya alimentarse por si misma (Hootsman et
al., 1987). Es la combinacion de cambios en los estados de latencia, morfologicos,
fisiologicos y ambientales (Baskin y Baskin, 1998). Aunque hay especies que no
presentan periodo de latencia y germinan una vez que son liberadas del fruto. Es
una de las etapas cruciales del ciclo de vida de los pastos marinos y en general de
las plantas. La germinacion de las semillas significa la continuidad de la etapa de
embrion a plantula y posteriormente a planta joven (Baskin y Baskin, 1998;
Fenner, 1985).

Las semillas pueden presentar periodos de latencia la cual les permite
mantenerse en reposo durante determinados lapsos de tiempo, colonizar nuevos
habitats o dispersarse, (McMillan, 1981) y germinar cuando las condiciones
ambientales sean apropiadas (Fenner, 1985). La latencia puede deberse a dos
causas, la primera es al estado de desarrollo de la semilla percibe y responde a
sefiales para inducir la germinacién. La segunda causa es la estructura misma de
la cubierta seminal que puede requerir de procesos quimicos o fisicos (abrasivos,
escarificacion, enterramiento y disponibilidad de luz) para inducir la germinacion
(Fenner, 1985).

Banco de Semillas en Angiospermas

Una de las formas en que las plantas en general sobreviven a las condiciones
desfavorables del medio es la formacién de bancos de semillas, el cual es un
mecanismo de dispersion en el espacio y tiempo que provee un establecimiento
efectivo (Fenner, 1985; McMillan, 1981, 1983; Orth, 2000; Orth et al., 2006).

La formacion de bancos de semillas representa una estrategia de vida que
pretende asegurar el establecimiento de un nuevo individuo, colonizar nuevas
areas, proteger al embrion (por la latencia) de variaciones de factores ambientales,
y la colonizacién de ambientes que se encuentran sujetos a cambios estacionales
(Cherry y Gough, 2006).

Los bancos de semillas estan clasificados por el tipo de latencia. Aquellos
bancos que germinan en un afio 0 menos se conocen como bancos transitorios y

los bancos que tienen semillas que permanecen por mas de un afio en latencia se




les conoce como bancos persistentes (Orth et al., 2000). La longevidad asi como
la viabilidad de las semillas son factores decisivos en la formacion de bancos de
semillas. Ambos factores estdn vinculados al tipo, tamafio y el significado
ecologico del banco de semillas (Fenner, 1985).

La dimension de los bancos de semillas depende fuertemente del medio
ambiente que las rodea, puesto que delimita la distribucion temporal y espacial de
las semillas y, por lo tanto, determina también la disposicion de los individuos
femeninos y masculinos (Inglis, 2000). El nimero de semillas en el fruto de una
planta varia con la edad de la misma, el disturbio causado por herbivoros y la tasa

normal de produccién y liberacion de semillas (Baskin y Baskin, 1998).

FAMILIA CYMODOCEACEAE

Cymodoceaceae es una familia homogénea y monofilética (Cox y Humphries,
1993). Se considera una familia antigua puesto que se han encontrado registros
fésiles del eoceno. Comprende cinco géneros: Halodule, Cymodocea,
Syringodium, Thalassodendrom y Amphibolis (Den Hartog, 1970; Larkum et al.
2006). Amphibolis se encuentra limitada a aguas Australianas y los otro cuatro
géneros se distribuyen en mares tropicales, algunas especies se extienden a
aguas sub-tropicales y célido-templadas mientras que (Den Hartog, 1970).

La parte vegetativa de la planta consiste de hojas que se extienden hacia
ambos lados del tallo y contienen taninos. Rizoma rastrero, herbaceo, monopodial
y con raices en los nodos (Cymodecea, Syringodium y Halodule) o lignificado,
simpodial y con raices en los internodos (Thalassodendrom y Amphibolis). Ambos
tipos de rizoma poseen pequefias escamas.

Son plantas dioicas. Las flores femeninas son sésiles o con pedicelos
cortos y se encuentran arregladas en inflorescencias cimosas (Syringodium) o
bien solitarias en tallos o bracteas terminales (Halodule, Cymodecea vy
Thalassodendrom). Consisten de dos ovarios libres o desnudos que se
encuentran cubiertos por bracteas. Los ovarios presentan estilos largos simples

(Halodule) o bien estilos cortos que se dividen en 2 o 3 estigmas. Las flores
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masculinas son sub-sésiles y consisten de dos anteras cuadriloculares unidas por
la base y con dehiscencia extrosa. La polinizacion de las especies de esta familia
en general es sumergida (hidrofilia). En casos excepcionales en areas
intermareales el polen puede transportarse por encima del agua (epidrofilia) como
se ha reportado para Halodule uninervis, Amphibolis antartica y Thalassodendron
(Cox y Humphries, 1993; Les, 1988).

El 6vulo es sub-ortotropo y péndulo. El fruto es indehiscente y muestra un
pericarpio duro. En algunos casos sélo el endocarpo es duro mientras que el
exocarpo es suave. El fruto de Syringodium retiene Unicamente el endocarpo
mientras que el exocarpo suave se pierde durante el desarrollo. La semilla
consiste de la plumula, una radicula reducida adyacente al hipocétilo cilindrico y
alargado que se encuentra empujado hacia la parte superior de la plimula
(McMillan, 1981). En Syringodium y Halodule el cotiledon y la plumula estan
doblados dentro de una invaginacion del hipocétilo mientras que Amphibolis posee
un cotiledén largo y no presenta radicula. Thalassodendron y Amphibolis se

producen plantulas viviparas (Kuo y Kirkman, 1990).

DESCRIPCION DE Syringodium filiforme

Syringodium filiforme Kiitz (pasto manati) pertenece a la familia Cymodoceaceae,
se distribuye en el Atlantico Oeste (Green y Short, 2003). Se distribuye en el Mar
del Caribe y el Atlantico (Fig.2).

Presenta reproduccién fundamentalmente vegetativa por desprendimiento
de partes de la planta y por el crecimiento de nuevos individuos a través de brotes
rastreros. Pero también se presenta reproduccién sexual por medio de semillas.

Las ramificaciones de las inflorescencias son racimosas, y esencialmente
cimosas en los estados avanzados (Fig. 3). El tamafio de la inflorescencia
depende de la edad y el vigor de la planta, las de mayor tamafio pueden tener de

30-50 flores en diferentes etapas de desarrollo (Tomlinson y Posluszny, 1978).
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Syringodium filiforme

Area mostrada = 1174000 Km?, la
distribucion actual de la especie es
mucho menor

Ii.': .',
— jl‘_)_i‘?, ;?j
. . i
MAP 31: Syringodium filiforme Kiitzing (Cymodocaaceas] U J

Figura 2: A. Mapa de México en donde se muestra la distribucion de Syringodium filiforme en el
Mar del Caribe, Golfo de México y el Oeste Atlantico. B. Esquema de la planta. Tomada del Green
y Short, 2003.

Las flores masculinas y femeninas se desarrollan dentro de bracteas o
espatelas que surgen de los meristemos florales contenidos en las hojas. La flor

masculina consiste en cuatro pares de microsporangios encapsulados por una

bractea par. Estd constituida por dos anteras que en la superficie tienen

numerosas células alargadas con taninos. Los granos de polen son sumamente
alargados 2 mm dando la apariencia de hilos finos. Tomlinson y Posluszny (1978)
describen que la flor femenina es desnuda (sin sépalos ni pétalos), presenta un
gineceo apocarpico bicarpelar con un évulo por ovario.

Figura 3: Fotos de inflorescencias femeninas de S. filiforme. (Fotografias: Ricardo Wong.)
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Desarrollo de fruto y semilla en S. filiforme

Los frutos de S. filiforme son de color café que puede ir de claro a oscuro. Son de
forma redonda a oblonga, miden aproximadamente de 4.4 a 8-0 mm de largo, 2.0
a 3.0 mm de ancho y un promedio de 1.7 mm de grosor. Se encuentran aplanados

por uno de los lados y se van estrechando hacia los extremos (McMillan, 1981)
(Fig. 4).

Escala en
mm. Cada
fruto 2 mm
de largo L.
aprox. %

T

Figura 4: Frutos de S. filiforme con forma aplanada y ancha en el centro y estrechos hacia las
orillas. Se presenta una escala para apreciar sus dimensiones. (McMillan, 1981).

En S. filiforme el pericarpio del fruto es persistente e indehiscente. La pared
del fruto esta compuesta por células delgadas del endocarpo que tiene de 7 a 10
células de grosor. La cubierta seminal se compone de 5 a 6 capas de células
aplanadas y son poligonales. El embrién tiene un hipocétilo oblongo y el cotiledén
se encuentra doblado dentro de una invaginacion al lado de la lacinia (Bragg y
McMillan, 1987). El tejido de almacenamiento que se ha reportado es el hipocétilo
que almacena almidon. ElI meristemo radicular se localiza por debajo del nodo
cotiledonario (McMillan 1981; Bragg y McMillan, 1987).

Germinacién

En pastos marinos se ha reportado que tanto la temperatura como la salinidad
afectan la tasa de germinacion de las poblaciones (Hootsmans et al., 1987). La

germinacion de semillas de S. filiforme en el Oeste Atlantico es aparentemente
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anual y se da en un amplio intervalo de salinidad de 20-50 ppm. (McMillian, 1981),
y a una temperatura maxima de 30°C (Hootsmans et al., 1987). Todas las
especies de pastos marinos tienen un rango de temperatura y salinidad Optimos
en los cuales presentan los mayores porcentajes de germinacion (McMillan, 1989).

El fruto de S. filiforme presenta latencia de tres afios y presenta
germinacion a bajas tasas, continua y a lo largo de mucho tiempo (McMillian,
1981).

McMillan (1981) describié los pasos de la germinacion para S. filiforme.
Primero, las dos valvas del fruto se abren, posteriormente surge el cotiledén y la
primera bractea, después la primera hoja. La bractea rodea la base de la primera y
segunda hoja. Comienzan a aparecer las raices adventicias por el nodo
cotiledonario. Al parecer el pericarpio del fruto es persistente y se presenta

adherido a la semilla sufriendo junto con ésta la dehiscencia para la germinacion
(Fig. 5).

Figura 5: Pasos de la germinacién descritos por McMillan (1981). En orden superior izquierdo a
inferior derecho se observa: a y b, la dehiscencia de las valvas del fruto: c, el surgimiento del
cotileddn; d, el surgimiento de las primera hojas; e, el surgimiento de la bractea; fy g, el
surgimiento de las raices adventicias y h, i, el desprendimiento del cotiledén. Foto tomada de
McMillan, 1981
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Banco de Semillas

En estudios realizados en el Oeste Atlantico se reporta que los frutos de S.
filiforme contienen una sola semilla con cubierta seminal dura, no se encontré que
forme bancos de semillas puesto que los frutos (con semilla) son escasos en el
sustrato, aunque estimé una formacién de semillas de 9000 por m? mediante el
conteo de las cimas de S. filiforme (McMillan, 1981). La mayoria de los estudios de
banco de semillas se han realizado con otras especies de pastos marinos (Bragg y
McMillan, 1987; McMillan 1981, 1983; Orth, 2006; Poiner et al, 1987). Para S.
filiforme se conoce poco acerca de aspectos ecoldgicos como la dindmica del
banco de semillas.

Los estudios realizados con anterioridad (Bragg y McMillan, 1987; McMillan,
1981, 1983) no arrojan suficiente informacién para definir si existe o0 no banco de

semillas para S. filiforme y cudl es la dinamica del mismo en el Caribe mexicano.
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JUSTIFICACION

Los pastos marinos desempefian multiples funciones en el ecosistema donde
habitan: son productores primarios, son guarderias para muchos organismos y sus
rizomas retienen la arena y evitan que ésta se pierda durante eventos climaticos
catastréficos. La manera en que los pastos marinos se perpetdan es a través de la

reproduccion sexual y asexual.

Syringodium filiforme produce semillas y germinan, y existe un reporte de la
posible formacion de bancos de semillas. Dada la importancia de esta especie y la
escasés de trabajos al respecto, el proposito de la presente investigacion fue
averiguar como se forma la semilla, cobmo se dispersa y si al dispersarse forma o

no bancos de semillas.

OBJETIVO GENERAL

e Conocer el desarrollo de la unidad de dispersion de Syringodium filiforme, el

porcentaje de germinacion y la posible formacién de bancos de semillas.
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MATERIAL Y METODO

Area de estudio

Puerto Morelos (Fig. 6) se ubica en el estado de Quintana Roo al norte del
municipio de Benito Juarez y constituye una de las tres delegaciones del mismo.
Geograficamente se localiza en las coordenadas 20°54'16" N 86°49'30" W.
Comprende un poligono cuyas coordenadas geograficas extremas son 21°00°00” y
20°48'33” latitud norte y 86°53’14.40” y 86°46°38.94” longitud oeste (Pag. en Red
Conanp, 2009).

Su arrecife que se encuentra dentro de un parque nacional, forma parte de
la segunda barrera arrecifal mas grande del mundo dentro del gran cinturén de
arrecifes del Atlantico Occidental.

En Pto. Morelos, el trabajo de laboratorio se realiz6 dentro de la unidad
académica de Puerto Morelos perteneciente al Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia de la UNAM. La parte correspondiente al trabajo de campo se realizo

en los alrededores del muelle de la estacion, donde se encuentran los pastizales.

Figura 6. a. Mapa de la peninsula de Yucatan donde se observa Quintana Roo. Puerto Morelos se
ubica entre Playa del carmen y Cancun. b. Acercamiento de la Unidad Académica de Puerto
Morelos, ICMyL, UNAM. Fotografias tomadas de Google Earth, 2008.
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Desarrollo del fruto y semilla

Se colectaron inflorescencias y frutos de S. filiforme en Puerto Morelos en Abril del
2003, Marzo- Abril del 2007 y Julio 2007. Parte de este material se proceso fresco
en la estacion y otra parte se fijo en FAA y transporté a la Facultad de Ciencias,
UNAM en donde se conservé en un lugar fresco dentro de frascos de plastico.

Para la observacion de muestras previamente fijadas en FAA

Seleccion de material

e Se utilizaron dos criterios para la seleccion de las diferentes etapas del
desarrollo de semillas o frutos:
a. Posicion del fruto con respecto al nodo principal y a la rama en la que se
encuentra.

b. Por tamano de acuerdo al largo del fruto:

1. 0.4-1.0mm

2. 1.01-1.61mm
3. 1.62-2.22mm
4. 2.23-2.83 mm
5. 2.84 - 3.44 mm
6. 3.45-4.05mm

e Los frutos se procesaron con técnicas convencionales de histologia para
poder describir el desarrollo del fruto y la semilla de S. filiforme. Los frutos
grandes (etapas 4, 5 y 6) se procesaron para ser incluidos en paraplast
mientras que los botones pequefos (etapas 1, 2 y 3) se procesaron
incluyeron en resina LR-White. A continuacion se describe cada

procedimiento:

|. Deshidratacion. Las diferentes etapas de los frutos se deshidrataron en una
serie de alcoholes graduales (30%, 50%, 70%, 85%, 96% y 100%), 1 h en cada

uno.
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Il. Inclusion. Este paso abarcéd la infiltracion del medio e inclusién del

material, el cual se proceso para cortes semifinos en parafina y finos en LR-White.
- Parafina: El material deshidratado se puso en una mezcla 1:1 de alcohol
100%-xilol durante 1 h; en xilol puro por 5 min.; xilol-paraplast 1:1 durante

24 h y finalmente paraplast puro por 48 h.

- LR-White: El material deshidratado se colocd en 1:1 de alcohol-LR-White
durante 1 dia.

ll. Montaje. Las muestras de parafina se montaron en cubos de metal con
paraplast puro.

Las muestras de LR-White se incluyeron en LR-White puro (100%) en
capsulas de gelatina, las cuales se colocaron en una estufa a 56°C para que
polimerizara la resina.

IV. Obtencién de cortes. LOS cortes en paraplast se obtuvieron con un micrétomo
de rotaciéon American Opticals y fueron de entre 7-10 u m.

Los cortes en LR-White semifinos se obtuvieron con un ultramicrétomo y
fueronde 1 um.

Iv. Tincion. Los cortes se tifieron con la técnica de Safranina-Verde rapido en
metilcelosolve (Lopez et al., 2005). Una vez tefidos, se montaron con resina
sintética.

Las laminillas de LR-White se secaron en una estufa y se tifieron con azul
de tolouidina.

V. Histoquimicas. Se aplicaron las pruebas histoquimicas Acido peryédico —
Reactivo de Schiff (tifie polisacaridos insolubles), lugol (tifie almidén), rojo “O” de
aceite (tifie reservas lipidicas, cutina y suberina) y vainillina (tife taninos).

VI. Observaciones. Las laminillasobtenidas por ambas técnicas se analizaron con

microscopia optica, usando técnicas de campo claro y contraste de fases.

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)
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El material fijado se deshidraté hasta alcohol al 100% como se menciond

anteriormente; posteriormente se seco hasta punto critico con CO, y se bafaron

con oro de 14k. Las muestras se observaron con MEB.

Pruebas de Germinacion

Con respecto a la germinacién de las semillas, se realizaron dos experimentos:

El primer experimento tuvo como objetivo registrar el porcentaje de

germinacion en un periodo de 4 meses.

Se colectaron inflorescencias en abril y mayo del 2006 y se les retiraron los
frutos. ElI 23 de mayo 2006 se colocaron en un acuario 100 frutoss y se
cubrieron con malla ciclénica. Durante 4 meses se registré semanalmente
el numero de frutos germinados y se colectaron de 6 a 7 frutos que se

fijaron en FAA para ser procesadas en el laboratorio.

El segundo experimento tuvo como propdsito observar los cambios

morfolégicos que experimentaron las semillas colocadas en diferentes

microambientes.

Con 30 bolsas de 5 x 5 cm de malla ciclénica, se hicieron tres grupos para
cada uno de los tres tratamientos y en cada grupo las bolsas se marcaron
del 1 al 10. En cada una de ellas se colocaron 17 frutos previamente
desprendidos de inflorescencias colectadas en abril y mayo del 2006. Los

tres tratamientos fueron los siguientes:

Mesocosmo: Estanque de cemento que se encuentra expuesto a la luz
del sol, con abastecimiento continuo de agua de mar, a temperatura
ambiente y con sedimento (arena). Medidas 0.7 m ancho x 2.0 m largo x
0.56 m alto.
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2. Acuario: Con flujo de agua de mar continuo, con temperatura controlada, sin
sedimento y bajo techo (poca luz natural). Medidas 0.4 m ancho x 1.0 m
largo x 0.4 m alto.

3. Mar: Cercanas al muelle de la Unidad Académica del ICMyL donde

comienza la pradera.

A partir del 28 del junio y hasta el 25 de Octubre del 2006, cada 15 dias se
colectaron tres bolsas, una por cada tratamiento, inmediatamente los frutos se
fijaron en FAA para posteriormente ser procesados con microtecnia convencional

en el alboratorio.
Determinacion del Banco de semillas

Para determinar la existencia de un posible banco de semillas de S. filiforme
en la laguna arrecifal de Puerto Morelos se establecieron de acuerdo a la floracion
y fructificacion, tres fechas de colecta: agosto del 2006, abril de 2007 y julio de
2007. Se seleccionaron dos sitios para muestrear: EI Muelle y La Ceiba. El area
correspondiente a El Muelle (80°52.060 N y 85°52.022 O) incluye la zona frente al
ICMyL, en la cual los pastizales se encuentran a 3 m de profundidad. La Ceiba
(20° 51' 34” N y 86" 51' 6.6” O) se encuentra cercana al hotel La Ceiba y los
pastizales se encuentran a 4 m de profundidad.

Por medio de un nucleador (diametro 4.4 cm) se extrajeron 4 muestras de
suelo en un area de aproximadamente 1 m? de 10 cm de profundidad cada una
(Figura 7).
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Figura 7: El area de muestreo es de 1 m?. Cada vez que se mete el nucleador se introduce hasta la primera
muesca (10 cm), se extrae y se mete al azar en otro punto, (estrella), en total se obtienen cuatro muestras de

profundidad con un mismo nucleador.

En agosto de 2006 se extrajeron 15 nucleos en la Unidad y 16 nucleos en
La Ceiba. En abril de 2007 se colectaron 17 y 10 nucleos respectivamente y en
julio del mismo afio se colectaron 20 nucleos en La Ceiba y 25 en el muelle. Se
prosiguié a la limpieza de los nucleadores. Se revisaron las muestras de arena
(gruesa y fina) con microscopio estereoscépico, se contd y registré el numero de
frutos por nucleo y se fijaron en FAA. Los frutos encontrados en los nucleadores
de la Unidad Académica del ICMyL del periodo de abril del 2007, que se utilizaron

para la prueba de viabilidad con tetrazolio.

Estimacién de Potencial banco de semillas

El numero de frutos/semillas que podrian potencialmente producirse en un area
determinada fue estimado en una franja costera dominada por Syringodium.
filiforme de 28.3 m de largo por 3.6 m de ancho, el 30 de marzo del 2007. Esta
zona se localizoé en frente de la Unidad Académica del ICMyL, a una distancia
aproximada de 50 m de la linea de costa y a una profundidad de
aproximadamente 2 m. A cada intervalo de 1.3 m se coloc6 un cuadrante de 0.3 x

0.3. En cada cuadrante se cont6é el numero de inflorescencias femeninas, y se
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recolectaron al azar 5 cimas que se almacenaron en bolsas para posteriormente
ser disectadas. En el laboratorio, de cada cima se conto el numero de flores post y
pre-antesis asi como de frutos por cima, se sacé el promedio de produccion de
frutos por inflorescencia asumiendo que cada flor se convertira en un fruto

Posteriormente se calculé la produccion de frutos por cuadrante.

|. Pruebas de herbivoria

Para evaluar la posible depredacién de frutos recién liberados sobre el sedimento,
0 en las capas superiores del sedimento, se disefiaron los siguientes tratamientos
(Fig. 8):
1. Control. Caja con la cara superior totalmente descubierta y sin barreras.
2. Exclusion de pez. Caja a la que se le colocaron hilos a lo largo y ancho de
la cara superior.
3. Exclusion de pez y cangrejo. Caja completamente forrada con malla

ciclonica.

Se colocaron 24 cajas (8 por cada tratamiento) a 200 m del muelle de Pto.
Morelos (Fig. 8), el espacio entre cada una de ellas fue de 1m. Se introdujeron 10
frutos en cada una de las cajas. Las cajas de 21 x 10.5 cm se forraron con malla
ciclénica con una porosidad de 3 mm y se realizaron ocho repeticiones de cada
tratamiento obteniendo un total de 24 cajas. Se colocaron el 02 de Abril del 2007
y se retiraron el 09 de Abril del mismo afio. Posteriormente se contd el numero de

frutos en cada caja.
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Cajas Enterradas

(parcialmente con sustrato marino)

EXCLUSION EXCLUSION

CONTROL DEPEZY
DE PEZ CANGREJO

Figura 8. S.filiforme, Fotos de los cuadrantes in situ de los diferentes tratamientos. a) control, no se observan hilos; b)

exclusion de pez, se observan hilos formando pequefios cuadros; c) exclusién pez y cangrejo, cubierto todo con red

Il. Conteo de plantulas

Otro estudio consistié en un registro visual del arenal (area aproximada 50 x 30 m)
colindante a la franja costera de S. fifliforme marcar dos cuadrantes de 50 m x 30
m a ambos lados del muelle y contar el numero de frutos o plantulas encontradas.
Cada plantula signific6 que hubo una semilla que germin6é debido a que no se
puede decir que esas plantulas fuesen de propagacion asexual debido a su lejania
con respecto a las poblaciones. ElI modo en que del recorrido se muestra en la

figura 9.

| Pastizal Figura 9. Se muestran los

cuadrantes de recorrido a lado
izquierdo del muelle (en café). La
forma de recorrerlo fue oscilatoria
desde el muelle hastalos 30my
de regreso. Conforme se aleja de la
costa, la  profundidad va
aumentando, de modo que a los 30
m es de aproximadamente 3 m,
que es en donde comienzan los
pastizales.




Prueba de viabilidad

A través de la prueba del tetrazolio (Moreno, 1984) se determiné la viabilidad de
las semillas que se encontraron en los nucleadores en abril del 2007. Para
comprobar la efectividad de la prueba, se establecié un control con frutos frescos
adheridos aun a la cima. Con el objeto de permitir el paso del cloruro de trifenil
tetrazolio, se realizd6 una puncion en el fruto o se les removio totalmente el
pericarpio. Se preparo una solucién al 0.1% y otra al 1.0% preparados ambos en
agua de mar y agua dulce para evaluar la efectividad de cada uno. El tetrazolio
(incoloro) al ser aplicado sobre una estructura viva, reacciona con el hidrégeno,
producto de diversas reacciones metabdlicas, reduciéndose en un compuesto
llamado farmazan de color rosa a rojo, tiiendo las zonas meristematicas activas
(plumula, radicula). Cuando el embrién no fue viable no se presento tincion.

La interpretaciéon de los resultados se realizd6 de siguiendo los
criterios del Dr. Moreno (1984).

Se prepararon dos soluciones stock con la siguiente relacion :
1g tetrazolio ™ > Aforar a 100 ml con agua destilada
1g tetrazolio—_, Aforar a 100 ml con agua de mar

Se ajusto el pH de la solucién a 7.3 con NaCl y HCI.

Una vez que se comprobd que la prueba funcionaba se aplico a los frutos de los
sedimentos obtenidos en los nucleadores, ya que estos forman parte del banco de

semillas.

Prueba de polinizacion

El primero de abril del 2007 se colectaron inflorescencias en el Muelle del ICMyL.
En fresco, se separaron las flores que se consideraron en antesis: bracteas
encerrando las flores, las puntas de los estigmas ligeramente asomados por
encima de la bractea, sin oxidar y que no presentaran fisuras en los estigmas (Fig.

10). Se seleccionaron las flores masculinas en antesis, se les retiré el polen y se
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coloco en una caja de petri. Las flores femeninas (Nwta = 24) seleccionadas se
polinizaron manualmente y se fijaron en FAA. En el laboratorio se les aplicé azul
de anilina para observar el crecimiento de tubos polinicos con el microscopio de

fluorescencia.

Figura 10. Flor femenina en
antesis. Se observa que las
bracteas cubren parte de la flor
dejando expuestas ligeramente
las puntas estigmaticas las
cuales se observan sin maltratar.
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RESULTADOS

Morfologia de la Inflorescencia

Se observé una inflorescencia de tipo cimosa en la cual las flores y
frutos se encuentran en diferentes etapas de desarrollo, desde botones
florales hasta frutos maduros, y sin un orden aparente con respecto al tallo o
a la base o apice de la inflorescencia (Fig. 11 b). Al parecer cada una de las
flores puede ser fecundada de manera individual puesto que con frecuencia
se observo un fruto joven o maduro con una flor en el mismo nodo,

Cada nodo floral sostiene dos flores idénticas, contrapuestas y sésiles.
La flor se compone de el gineceo sin perianto conteniendo una semilla, el
estilo corto y hueco, el estigma largo, bifurcado y delgado y un pedicelo
reducido. Ambas flores se encuentran unidas por un pedunculo corto (Fig. 11
c, d); y cubiertas por una bractea (Fig. 12 a, b). Conforme se van
desarrollando el fruto y la semilla, el estigma se oxida y se desprende casi
completamente quedando en el fruto maduro sdlo el estilo engrosado y el
pedicelo reducido.

Cada carpelo al inicio de su desarrollo tiene una forma esférica,
conforme el crecimiento avanza adquiere una morfologia diferente con una
mitad plana y otra convexa, de tal manera que ambos carpelos tienen viendo
hacia el mismo lado (frente a frente) a sus partes planas, y opuestas a las
convexas (Fig 13 a, b). Hay un solo 6vulo por carpelo y este se origina en la
parte plana del ovario. El haz vascular entra por le pedicelo y posteriormente

se bifurca para entrar a cada flor (Fig. 13 c, d).
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Figura 11. INFLORESCENCIAS Y FLORES a Cima donde se observan las
ramificaaones y las flores y frutos en diferentes etapas de desamollo sn una secuencia
de maduracion deterrnnada de la inflorescencia. b. Acercamiento de ramificaadn donde
se observan foresy frutos. ¢. Acercamiento de una flor femenna donde se observan las
bracteas cubniendo a la flor y (inicamente los estigmas largos se asoman por encima de
esta (flecha). d Hores a las cuales se les han quitado las bricieas, se observa el
estigma hifurcado, estilo y ovano redondeado.

Eg-estigma, El- estilo, O- ovano, Pd-pedinculo
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Figura 12. CORTE LONGITUDINAL DE BOTONES FLORALES wistos con Microscopia
de luz, campo claro a. Se observan los dos campelos cublerfos por bracteas . La flor
presenta ovano, eshilo y estigma bifurcado. b. Bractea pnnapal cubniendo los dos
carpelos. . Bolon floral {flecha) pnto a flor en desamollo que posee esligmas
diferenciados. d. Corte longitudinal de flor, el ovano y el 6wulo.

Bf- botion floral, F-flor
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ESTRUCTURA Y DESARROLLO DE LA SEMILLA

ESTRUCTURA DEL OVULO

El 6vulo es sésil, pendulado, casi orttropo y crasinucelado (Fig. 13 b, c).

La célula madre de la megaspora que ocupa una posicion subhipodérmica,
después de la meiosis forma una tétrada de megasporas lineal (Fig 14 a, b,
c). La megaspora funcional es la calazal (Fig. 14 a, b).

El 6vulo es bitégmico enddéstomo en el cual el tegumento externo se
desarrolla més rapido que el interno (Fig. 14 d). El micrépilo se encuentra
orientado en linea recta con respecto a la calaza y se forma por el tegumento
interno que siempre es triestratificado, mientras que el tegumento externo
puede tener méas de tres estratos. Se observé que el haz vascular penetra por
la zona de la placenta y termina en la zona calazal. En la zona de la calaza,
existe una region denominada hipostase que posee células con abundantes
taninos. El saco embrionario, pequefio con respecto al tamafio del 6vulo, se
encuentra conformado por tres antipodas, dos sinérgidas (Fig. 15 a, b), una
célula huevo y una célula central con dos nucleos polares prominentes (Fig.
15 c). Las células antipodas se encuentran hacia el extremo calazal en
posicion triangular, a veces se fusionan y se llega a ver una sola y gran
antipoda. (Fig. 15 b, d).

DESARROLLO DE LA SEMILLA

La semilla en etapas jovenes no muestra histodiferenciacion, la etapa mas
temprana que se observé consiste de un embrién globoso. Posteriormente
este embridén presenta un alargamiento que dard lugar al cotiledén, mientras
gue el hipocétilo se mantiene globoso y alargado (Fig. 16 a, b). Conforme se
va alargando el cotiledon se observa la diferenciacion del meristemo apical y
tiempo después el del meristemo radicular (Fig. 16 c). EI procambrium se
curva mientras la radicula se ubica en linea recta con el epicoétilo y por debajo

de la insercion del hipocotilo. Posteriormente se encuentran el primer
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primordio foliar junto con el meristemo apical encerrados dentro de una
cavidad hueca (Fig. 16 d, e) que no se encuentra completamente sellada. La
semilla es globosa y cilindrica en las etapas mas jovenes, mientras que en
las etapas maduras el hipocétilo se ensancha radialmente y el cotiledon se
elonga. El meristemo apical presenta una histodiferenciacion tanica-corpus
(Fig. 16 d, e).

MORFOLOGIA DE LA SEMILLA

La semilla madura esta constituida por el tejido de reserva, la cubierta
seminal y el embrion (Fig. 17 a, c) que tiene dos primordios foliares, el
meristemo apical y la radicula (Fig. 17 b, d y Fig. 18 c, d, e, f), El hipocdtilo,
que toma la funcion de tejido de reserva, es el mas abundante y ocupa la
mayor parte de la semilla (Fig. 18 a, b). Presenta células redondeadas de
gran tamafo y es fundamentalmente almidonoso con reaccion positiva para
el Reactivo de Shiff — Acido periyodico - Azul negro de naftol (tifie proteinas)
y Lugol (Fig. 19 ¢, d, e, fy g).

El meristemo apical se encuentra dentro del coledptilo que se a su vez
se observa dentro del cotiledon, sin embargo se nota la diferencia entre
ambos tejidos (Fig. 20).

La etapa maxima de desarrollo observada en las semillas que se
colectaron directamente de las inflorescencias y fueron analizadas mediante
microtecnia fue de entre dos y cuatro primordios foliares. Las semillas en el
interior de los frutos encontrados mediante los nucleadores presentaron esta

misma etapa de desarrollo.
CUBIERTA SEMINAL
La cubierta seminal tiene un grosor de 30 um, y presenta cuatro

estratos de células irregulares, alargadas y aplanadas, el segundo estrato,

préximo a la pared del fruto, presenta inclusiones de taninos. (Fig. 19 a, b).
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Figura 13. MORFOLOGIA DE LA FLOR. Microscopia de luz, campo dlaro. a. Gineceo
compuesto por dos carpelos, se observa el canal esfilar en ovario izquierdo. b. Ovulo con
o micropilo onentado hadia la parte confrana a la enfrada del haz vasadar. ¢. Se
observan el crecimiento de los tequmentos que formaran o microplo. d. Acercamiento
donde se observa el haz vascular que se divide para dingirse hacia cada évulo.

0- ovario, hv- haz vascular, - owilo, ce- canal eddilar
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higura 14. CORTE LONGITUDINAL DE OVULO. Microscopia de luz, campo daro. a
Owulo nmaduro con un tegumento, se observa la divisin de la_b. Megaspora fundonal
hada zona calazal resto de megasporas no indonales {(lechas), tegumento extemno en
desammollo. ¢. Megaspora inaonal dvdiendose para dar lugar a saco embnonano. d
tequmento externo mas desammollado que tegumento ntemo, saco embrnionario pequeno
y ovoide con sinergidas, tequmento extemo, tegumento intemo y nucela {flecha).

TE-tegumento extemno, TI-tegumento intemo, M- megaspora funcona, Tm-térada de
la megaspora, M- micropilo, se- saco embiionano.nu-nucela
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Figura 15. CORTE LONGITUDINAL DE OVULO MADURQ. Microscopia de luz, campo
claro (CC) a Saco embrionano con antipodas (flecha) y célula cenfral_b. Saco embnonano
donde se observa una antipoda. ¢. Célula central bnudeada {flecha). d.. Ovulo maduro
con micropdo formado {flecha) por tequmento mtemo y saco embrionano con antipoda y
dos sinérgidas.

TE-tegumento extemo, TI- tegumento intemo, se- saco embiionano
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Figura 16. CORTE LONGITUDINAL DE EMBRION. Microscopia de luz, campo claro. a
Desarolio del menstemo apical ¥ o coliledin. b y ¢. Mayor crecimiento y diferenciacion
del mensterno apical y e coliledin d. Haz vasaular . e. Menstemo apical con dos
pnmordios foliares.

Co-Colileddn, Hy- Haz vascular, ma- Menstemo apical, P1- Plimula, R-Radicula
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Figura 17. CORTE LONGITUDINAL DE LA SEMILLA MADURA. Microscopia de iz,
Campo Claro (CC). a Corte longiudnal de semila, con la cubierta seminal, coliledon
e hipocdlilo que es el tefido de reserva. b. Plimula dentro del coleoplio enwuelto por el
colileddn, la radicula y tegdo de reserva. ¢. Vista de semilla deniro de futo, con d
coliledon y la plima, la cublerta seminal y e tepdo de resetva abundante. d
Acercamiento a la zona de la pliimula donde se observa el mersitemo apical con dos
pamordios foliares.

co- colelieddn, cs- cubierta seminal, Pl- plimula, R-radicula, Tr-tegdo de reserva, PF-
pared del frulo
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Figura 18. MORFOLOGIA DE LA SEMILLA. MEB. a. Corte longitudinal de fruto incluyendo a la
sermilia con cublerta semmal. b. Corte longsliudnal de fruto donde se observa la semilla a la que se
le removid la cubserta semnal Se observa el hipocdlio con abundante tepdo de reserva y
coliedin. c. Vista frontal de a semilla, se observa el coliledin curve y alamado y la radicula por
debago de este. «d Vista lateral del embnin, se observa al hipocalie que conliene abundante
tepdo de reserva, €l colledon vy la radicula. e Acerncamiento al area de la plomuda (flecha). £
Acercamiento al area de |a radicula redondeada.

co-coliledin, R-radicula, 5 semilla, Tr-tepdo de reserva
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Figura 19. CUBIERTA SEMINAL E HISTOQUMICAS DE LA SEMILLA. a Microscopia
electronica de bamido (MEB). Cubierta seminal tefracsiratiicada, sequnda capa con
tanmos redondeados {flecha). b. MEB. Células de cubierta semmal de forma imegular
alargadas. ¢. MEB. Cubierta seminal de céhlas aplanadas delgada. Depostacones dd
tegdo de reserva {flecha). d. Microscopia de luz, CC. Histoquimica lugol que evidencia o
almidon de color café oscuro a negro. e. Microscopia de luz. Histoquimica Acido periyodico
— reactivo de Shiff. Se observan los polisacindos nsolubles {almiddn) en rosa en el tegdo
de reserva. . Acido periyodico- Reaclivo de Shiff — Aaul negro de naftol. Polisacandos
nsolubles del tegdo de reserva en magenta, proteinas de color azul_ g Microscopia de luz.
Lugol Almidon del tegpdo de reserva de color café oscuro a negro.

Tr-tepdo de reserva, ¢s- cubierta seminal, Pe- peficarpio
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hgura 20. COLEOPTILO. Se observa la separacion enire el coliledon y e
coleoptilo {flechas).

Co-coliledon, Cp- coleoplilo
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ESTRUCTURA Y DESARROLLO DEL FRUTO

MORFOLOGIA DEL FRUTO

El fruto joven posee un ovario ovoide y ligeramente ensanchado (Fig,
21 b, c¢). En la madurez el fruto se ensancha radialmente y se observan
remanentes del pedicelo y estilo (Fig. 21 e), es seco e indehiscente de color
verde brillante (Fig. 21 a, d y Fig. 22 a), con manchas oscuras que
corresponden a las inclusiones de taninos que se encuentran en el exocarpo
(Fig. 22 b).

Una vez polinizada la flor comienza la depositacion de taninos en los
estigmas, torndndose oscuros en la punta. Conforme pasa el tiempo estos se
oscurecen mas y se desprenden. En el fruto maduro sélo se conserva una
parte muy pequefia del estigma. El estilo es corto y hueco. Y se observo un

pedicelo muy reducido uniendo al fruto con el pedunculo.

ESTRUCTURA DEL FRUTO

La pared del fruto o pericarpio estd formado por tres capas de grosor
varibable: exocarpo, mesocarpo y endocarpo (Fig. 22 c, d). La capa externa
del exocarpo esta conformada por células cubicas o casi cubicas de paredes
muy delgadas y con inclusiones del taninos (Fig. 22 e, f y Fig. 23 c, d). El
mesocarpo estd compuesto de células de paredes primarias y redondas (Fig.
23 a, b, e). El endocarpo se encontr6 sumamente lignificado con depdsitos
conceéntricos de lignina (Fig. 23 a, b, f).

DESARROLLO DEL FRUTO

En las primeras etapas de desarrollo del fruto el pericarpio se encuentra
dividido en dos estratos, de los cuales el mas evidente es el exocarpo.
Posteriormente la capa menos definida dara origen al meso y endocarpo

respectivamente. El exocarpo transparente y suave, presenta de 2 a 3
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estratos de células que contienen depositos de taninos en forma de cristales,
es la parte mas externa del fruto (Fig. 24 a, b). El mesocarpo tiene una
coloracién verde brillante, con 10 estratos al inicio del desarrollo del fruto que
se reducen a 1 o 2 hacia el final del desarrollo (Fig. 24 a, b, c, d). El
endocarpo, que es la capa mas interna del fruto, en la etapa de fruto joven
esta formado por 1 a 3 estratos de células y conforme avanza el desarrollo
las células de éste se dividen hasta formar una capa de 11 a 12 células con
paredes secundarias lignificadas en el fruto maduro de hasta 11 o 12 estratos
celulares (Fig. 24 e, 1).

El fruto posee una zona denominada lacinia adyacente al embridn que
se desprende durante la germinacion de la semilla permitiendo que el
embrién se exponga. En esta zona, el endocarpo esta constituido unicamente
por dos estratos celulares tornandose en una zona débil que se rompe por la

presion que ejerce el embridn durante su crecimiento. (Fig. 25 a, b, c, d, e).

UNIDAD DE DISPERSION

La unidad de dispersion es el fruto. (Fig 26 a).

Se observo que los frutos pierden el exo y mesocarpo una semana
después de que éste es dispersado y se encuentra en el sedimento. De modo
gue durante el tiempo que reste para la germinacion, el fruto conserva solo el
endocarpo. Una vez que la semilla esta lista para germinar, el fruto se abre a
través de la lacinia y la primera estructura de la semilla que emerge es el
cotiledon.

Puesto que el fruto es indehiscente, la plantula germina a través del
fruto que la dispersa (Fig. 26 b).
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Figura 21. MORFOLOGIA DEL FRUTO. a Fruto joven al cual se le han separado las
bracleas, se observan restos de los estigmas oxidados en la punta. b. MEB. Frutos
jvenes con estigmas reducidos y ovano ensanchado. ¢. MEB. Acercamiento de
ensanchamiento radial del ovano, se observa un carpelo Igeramente méas ancho que o
otro. d Fruto maduro ensanchado radialmente con remanentes del esigma (flecha). e.
MEB. Carpelos donde se observa un fruto maduro y unono desamolado.
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Figura 22. FRUTO. a Fruto maduro de color verde billante. b. H fruto después de ser
fijado en FAA pierde color y los tanmos se hacen ewdentes {lecha). ¢ MEB. Futo
disectado longludnalmente, se observa la semilla pendular ovoide. d. Microscopia de luz,
CC. Cote longiudnal de fruto donde se observa en rojo e endocarpo ligniicado. e
Microscopia de iz, CC. Corte donde se observa la depositacidn de taninos {lecha) en
exocarpo_f. MEB. Tanino {flecha).

Ex-exocarpo, En- endocarpo, $- semilla
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Figura 23. MORFOLOGIA DE LA PARED DEL FRUTO. Microscopia elecironica de barmido
(MEB) a. Corte fransversal de fruto, exocarpo con abundantes tannos, mesocarpo de
células delgadas aplanadas y endocarpo ignificado. b. Corte fransversal de pared del
uto. c. Células rectangulares del exocarpo, wvista frontal. d. Células exocarpo, visia
satelital. e. Corte longiiudnal de pared dd fiuto. £ Acercamiento a células dd endocarpo
con depositaciones concéntricas de lignina {pared secundana) {flecha).

Ex-exocarpo, En- endocarpo, Ms- Mesocarpo
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Figura 24 DESARROLLO DEL PERICARPIO. Microscopia de luz {campo claro). a. Fruto
en etapa 1 donde se observa el pericarpio en fomaciin, se disiingue e exocarpo con
fannos y la parle ntema dd fluto an diferengandose. b. Fruto en efapa 2, o
endocarpo comienza a diferendarse del mesocarpo ¢. Fruto en efapa 3, el endocarpo se
encuenira ya bien delimitado con respedio al mesocarpo d. Fruto en etapa 4, la pared de
las célas dd endocarpo comienza a engrosarse, e mesocarpo estd constituido por 5-7
estratos de grosor e.. Frulo en etapa 5, el endocarpo se encuenira muy ligniicado, «
mesocarpo comienza a degenerar £ Fruto en etapa 6 endocarpo muy engrosado y
lignihicado, mesocarpo reducido a 2 esfratos.

Ex-exocarpo, Ms- mesocarpo, En- endocarpo, PE- pared del fruto
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Figura 25 VISTA DE LALACINIA. a. MEB. Estruciura general de la lacinia y la forma en
que es separada del resto de la semilla {flecha). b. MEB. Acercamiento dela zona de la
lacinia, se observa una capa de endocarpo cercana al exocarpo {flecha).. ¢. MEB. Corte
transversal de futo donde se observa la laania. d. MEB. corte fransversal del inuto
donde se observa la semilla y & coliledén ubicado nmediatamente detras de la lacnia
que comprende la parte algada y que termina en pico adyacente a coliledin. e.
Microscopia de luz, CC._ Corte transversal de fiuto que muestra que no hay depostacion
de endocarpo en la zona de la lacinia {lechas).

C-coliledon_En- endocamo_L- lacinia, 3- semilla
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GERMINACION

De 100 frutos que se colocaron en el acuario, hasta la semana 17 ninguna
habia germinado, aunque cerca del 33% de los frutos se encontraron con la
lacinia desprendida y vacios (Fig. 26 c, d). Sin embargo, después de un afio
de haber colocado los frutos en el acuario, 4 de ellos germinaron
(comunicacion personal: Dra. Brigitta Van Tussenbroek).

En los frutos procesados con microtecnia convencional de los
experimentos conducidos en el estanque, mar y acuario fijados en FAA, no se
observaron diferencias entre los tres tratamientos que nos indicaran que el
desarrollo del fruto y semilla puede variar dependiendo del ambiente en que
se encuentren estos. Todos los frutos colocados en las bolsitas se
recuperaron conforme se realizaron las colectas. Una vez que se realizaron
las colectas se observo que los frutos que se colocaron en el mar, sélo
poseian el endocarpo por lo que el exo y mesocarpo se pierde antes que en
los frutos de los otros tratamientos. Durante las colectas de estos frutos

tampoco se observé germinacion.
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Figura 26. UNIDAD DE DISPERSION. a. MEB. Unidad de dispersin. se observa el
fruto perdiendo e meso y exocarpo conservando tmicamente e endocarpo en o aual
aparece la lacmia ligeramente abierta {(lecha). b. plankida en la cual se observa quela
semilla durante la germnaadn munca sale del fruto ¢. Frutos enconirados abiertos porla
lacinia, en o acuano_d. Fruto vacio de acuano.

En- endocarpo, P- pericarpio, L- lacinia
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BANCO DE SEMILLAS

ESTIMACION DE LA PRODUCCION DE FRUTOS

Los resultados del transecto que se realizdé para determinar la densidad de
frutos en un area de 5.94 m? (resultado de la multiplicacién del area del
cuadrante 5.09 m?> x el total de cuadrantes muestreados 66) fueron de un
promedio de 11.7 frutos por cima femenina. De igual forma se calculo el &rea
total de los 66 cuadrantes muestreados en 22 metros y se estimo el banco
potencial de semillas (Anexo 1y 1b) y estimd la producciéon de semillas.

Las cimas femeninas produjeron un promedio de 11.7 frutos por cuadrante,
aunque se observé que la distribucion de hembras y machos no es uniforme
en el sedimento puesto que en 40 de los 66 cuadrantes no se encontraron
inflorescencias femeninas, y en otros cuadrantes se observé que la densidad
de femeninas era de hasta 41 cimas por cuadrante.

En total en el area muestreada se registr6 una produccién de 650 frutos por
m? (célculo obtenido de multiplicar las 5 cimas x 11.7 frutos por cima x 66
cuadrantes x 1m? y dividir el resultado entre 5.94 m? area total muestreada).
Los resultados anteriores se compararon con el numero real de frutos
encontrados en el Muelle del ICMyL para el periodo comprendido entre
marzo-abril 07.

En el 2007 en la misma franja costera se encontraron un total de 7 frutos en
42 nucleos (4.4 de diametro x 3 repeticiones por nucleo) con un area total
muestreada de 0.194 m?) (Tabla 1) en el periodo muestreado de marzo 2007,
resultando en un banco de semillas de 68 semillas por m®. Asumiendo que la
prevalencia de los frutos es menor a 1 afio, de los 650 frutos producidos solo
68 (10.4%) permanecen en el sedimento para formar parte del banco de

semilla.
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METODO DE ANALISIS POR NUCLEADORES

En los datos obtenidos en el conteo de densidad de frutos en abril del
2007 se estimé que el numero potencial de semillas que pueden ser
producidas en 1 m? es de 605. Sin embargo, el nimero de semillas
encontrado en el analisis del contenido de los nucleadores es de 2 para el
Muelle del ICMyL.

El nimero total de semillas encontradas para los periodos agosto 06,
marzo-abril 07 y junio-julio 07, se muestra en la Tabla 1. La relacion de
ndcleos analizados y frutos encontrados se muestra en el Anexo 2.

Se calculo el area muestreada de los nucleadores y con el niumero real

de frutos encontrados se estimé cuantos se encontrarian en 1 m? (Anexo 3).

Tabla 1. Registro de banco potencial de frutos por 1 m? y nimero de frutos

encontrados en sedimento en un area dada para los dos sitios de colecta.

Sitio de colecta La Ceiba El Muelle
Periodo de colecta Ago Mar- Jun- Ago Mar- Jun-
06 Abr 07 | Jul 07 06 Abr 07 | Jul 07
Area de nucleador 0.00456 m? 0.00456 m?
Numero de nucleadores 16 10 20 15 17 25
Extraidos
Area total muestreada 0.07 0.04 0.09 0.06 0.08 0.114
m? m? m? m? m? m?
Frutos encontrados 10 18 21 2 2 5
Estimacion potencial de 142 450 233 33 25 43
banco por m?

METODO DE ANALISIS POR TRANSECTOS

En el arenal de aproximadamente 50 m x 30 m colindante a la franja

de S. filiforme se encontré Unicamente una plantula.

HERBIVORIA DE FRUTOS

Para el caso del experimento en el cual se pusieron frutos en trampas,

se encontraron todos los frutos dentro de las mismas para cada uno de los
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tratamientos (exclusién pez, herbivoros pequefios y pez, y control) después
de un periodo de 7 dias, sugiriendo una baja presion de depredacion de los

frutos liberados.

VIABILIDAD

Como el banco de semillas debe estar conformado por semillas viables, se
aplicé una prueba de viabilidad a los frutos del sedimento. Los frutos
correspondientes al grupo control que fueron tratados con tetrazolio
preparado en agua destilada, mostraron en general un buen resultado (12
tefiidas de 15). Sin embargo, a las que se les aplicé tetrazolio preparado en
agua de mar mostraron mejores resultados, puesto que todos los embriones
presentaron reaccion positiva (Fig. 28 a, b).

Una vez que se corrobor6 que la prueba funcionaba de manera
adecuada en el control, se aplicé a los frutos del sedimento colectados por
medio de nucleadores. De los 17 frutos que se utilizaron en la prueba
ninguno presento tincion (Fig. 28 a, b).

Algunas de las semillas se observaron en un estado de
descomposicion o bien con el tejido necrosado y de coloracion café opaca
(Fig. 28 e, 1).

Prueba de polinizacion

Solo mediante el crecimiento del tubo polinico se puede determinar la
ocurrencia de la reproduccidén sexual, se observé que las flores sujetas a
polinizacion manual a las cuales se les aplic6 azul de anilina para la
deteccion del crecimiento de tubos polinicos en el estigma y en el estilo
dieron resultados positivos (Fig. 27 a, b). Esto indica que la polinizacién

ocurri6 normalmente.
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Figura 27. TUBOS POLINICOS a, b. Microscopia de fluorescencia. 10 X.
Crecimiento de tubos polinicos en el estigma. Tefido con azul de anilina. Se
observan en verde los tapones de calosa que va dejando cada tubo polinico

durante su recorrido a través del estigma.
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Figura 28. PRUEBA DE VIABILIDAD. a2 Semillas wiables {control) con incdn roja en
areas menstemilicas adlivas {radicula y piimula). b. Semilla viable tomada directamente
de inflorescencas frescas. ¢. Semillas obtenidad del sedimento con nudeadores, no se
observa tindon en ningin aread. Semilla de sedimento fratada con tefrazolio que no
presenta tincion de estrucluras menstematicas. e. Semilla no wviable con tedo colapsado y
en mal estado. f. Vista frontal de semilla no viable en la cual la radicula no se observa.
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DISCUSION

Morfologia floral

La ramificacion de la inflorescencia de Syringodium filiforme es sumamente
compleja, sin embargo, la descripcion que parece mas adecuada es la
propuesta por Tomlinson y Posluszny (1978), que la define como una
inflorescencia racimosa hasta los dos o tres primeros nodos y cimosa en los
estados finales de su desarrollo. Estos autores reportaron la inflorescencia
como superficialmente paniculada es decir, que ramifica en un solo plano
También mencionaron que es simpodial o de crecimiento determinado y que
la maduracion de las flores por eje es acropétala (de la base al apice).
Aunque es frecuente encontrar frutos maduros en el apice de la
inflorescencia y flores o frutos inmaduros en la base y viceversa, esto puede
deberse a que no todas las flores son polinizadas al mismo tiempo y por lo
tanto su transformacién a fruto es asincronica o bien, a que no todas los
ovulos son viables y por lo tanto no todos se desarrollan. Esta puede también
ser la razon por la cual se llegé a observar una sola flor por nodo debido a
gue una de las flores pudo sufrir un proceso de aborcion.

Para propoésitos descriptivos, Tomlinson y Posluszny (1978)
denominan “flor” a cada unidad encerrada por un par de bracteas en la
inflorescencia. Ellos definieron que cada flor es sésil y esta compuesta por un
gineceo bicarpelar apocarpico con estilo corto y un estigma alargado y
bifurcado. Sin embargo, al concluir su trabajo mencionan que no existen
evidencias suficientes para determinar la organizacion de la flor femenina,
debido a su extremada simplicidad tanto en su desarrollo como en su
anatomia vascular. Para otros miembros de la familia como son
Thalassodendron y Amphibolis, existen propuestas alternativas en las que se
considera que cada unidad contiene dos flores separadas e idénticas (Ducker
y Knox, 1976 y Markgraf, 1936 mencionado en: Tomlinson y Posluszny,
1978).

Una flor es un tallo con crecimiento determinado e internodos

altamente reducidos que contiene a los esporofitos y otros apéndices
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estériles y asociados que estan especializados para desempefiar diferentes
funciones. Esta tipicamente compuesta por caliz, corola, androceo y gineceo
aunque cualquiera de estas partes puede estar ausente (Batygina, 2002;
Bhojwani y Bhatnagar, 2000; Flores-Vindas, 1999 y Warren, 2002). Mientras
que la inflorescencia es todo sistema de ramas modificadas que se resuelve
en flores. Una de las modificaciones es la reduccion de entrenudos. Una
inflorescencia tipica presenta: hojas modificadas denominadas bracteas, un
pedunculo que delimita y sostiene a la inflorescencia, el eje floral o raquis, el
pedicelo y las flores que usualmente son idénticas (Gonzalez et al, 2007,
Mauseth, 2003; Warren, 2002 y Quer 1993), por lo tanto cabe la posibilidad
de que la cima sea una inflorescencia de inflorescencias en la cual, se
observan dos flores en cada nodo floral al igual que en Thalassodendron y
Amphibolis (Den Hartog, 1970; Ducker y Knox, 1976) separadas, idénticas,
contrapuestas y desnudas, y para el caso particular de S. filiforme, unidas por
el pedunculo corto. Lo anterior se podria derivar de que cada flor posee su
propio haz vascular y se encuentra unida a un eje comun o pedicelo que
termina en el raquis, en donde se haya una sola bractea axilar encerrandolas.
De esta forma, cada flor sésil estaria conformada por el ovario redondeado,
un estilo corto y hueco y un estigma bifurcado y alargado. Cada par de flores
se encuentran unidas a un pedunculo conformando asi una inflorescencia
parcial.

Es importante resaltar que en este trabajo se sugiere un punto de vista
alternativo al planteado por Tomlinson y Posluszny (1978), sin embargo
cualquiera de las dos propuestas (si es un o dos flores por nodo) puede ser
valida. Para un mejor entendimiento de la morfologia floral se necesita, como
sugieren Tomlinson y Posluzny (1978) realizar trabajos meticulosos que
resuelvan este problema. Este trabajo puede valerse de técnicas de
microtecnia convencional y tomando en cuenta el desarrollo desde el

meristemo floral hasta fruto.
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Desarrollo de fruto y semilla

La morfologia (tamafio y forma de los estigmas, el estilo y el ovario) de las
flores implico un problema para determinar su etapa de desarrollo debido a
gue la forma de flores en pre-antésis y en pos-antésis es muy parecida.
Utilizando parametros visuales del color de los estigmas y la fenologia
(posicion de las bracteas) se establecié un pardmetro que pudo determinar
cuando las flores podian estar receptivas y cuando habian sido polinizadas,
aunque este criterio pudo no ser el mas adecuado. Las flores que se tomaron
en “etapa de antesis” (de acuerdo al patron mencionado) estrictamente
debian acoplarse al criterio de seleccion: las bracteas abiertas asi como los
estigmas sin oxidar asomandose ligeramente por encima de éstas. Estos
criterios también pueden aplicarse a plantas terrestres (Maheswari, 1950;
Raven et al., 2005), la presencia de polen en los estigmas, la coloracion
cobriza, pequefios taponcitos de arena y fracturas en las puntas estigméticas,
denotan que han sido polinizadas. Estas ultimas son flores pos-antesis, etapa

a partir de la cual se comienzan a desarrollar el fruto y las semillas.

Fruto

En pastos marinos existen diferentes tipos de pericarpio (Den Hartog,
1970 y Kuo y Den Hartog, 2000). Se ha reportado que para los miembros de
la familia Cymodoceaceae: Amphibolis, Halophila, Halodule, Cymodocea y
Syringodium el pericarpio se divide en tres estratos de consistencia y grosor
variable que son el endocarpo, mesocarpo y exocarpo (Bragg y McMillan,
1986; Caye Y Meinesz, 1986 y McMillan, 1981).

Lo anterior también se ha observado en miembros de otras familias
como Zostera (Kuo y Kirkman, 1990) y Thalassia (Jiménez, 2004).

Bragg y McMillan (1987) reportaron que el exocarpo suave se pierde
en la madurez del fruto de S. filiforme en Halodule y Cymodocea se ha
observado que poseen un mesocarpo y exocarpo carnosos que se
desprenden con facilidad y un endocarpo duro y persistente (Caye y Meinesz,

1986 y McMillan, 1981), y en el caso de S. filiforme, lignificado. En el

56



presente trabajo si se encontré que el fruto pierde tanto el exocarpo como el
mesocarpo, sin embargo no necesariamente en la madurez de la semilla,
suponemos que esto puede ocurrir tiempo después de que este se dispersa,
pues la abrasién del sedimento y el oleaje causan la pérdida de ambas
estructuras.

En un miembro de la familia Hydorcharitaceae, T. testudinum se
encontré que a diferencia de S. filiforme, el endocarpo degenera y se queda
como un remanente gelatinoso (Jiménez, 2004).

El tipo de fruto de Cymodocea nodosa corresponde a una drupa
(Caye y Meinesz, 1986). Puesto que una drupa se define como el fruto de un
solo carpelo, conteniendo una semilla, que se encuentra rodeado por un
exocarpo delgado, un mesocarpo suave y pulposo y en el cual el endocarpo
constituye “el hueso” y estad conformado por células de paredes secundarias,
(Gonzélez et al. 2007 y Warren, 2002) en S. filiforme se describe como drupa.

El fruto de S. filiforme presenta lacinia de acuerdo a lo reportado
anteriormente por Bragg y McMillan (1987) para esta especie. Esta estructura
se observa también en Cymodocea nodosa (Caye y Meinesz, 1986), aunque
en este articulo la denominan anillo dorsal, sin embargo no ha sido reportada
para otra especie de pasto marino. Se denomina lacinia a una incision ya sea
en una hoja, pétalo etc., o bien una estructura lobular y curva que se
adelgaza (Warren, 2002); en este trabajo se decidié emplear este término
propuesto por McMlllan (1987). La lacinia representa el Unico punto débil del
pericarpio, puesto que en esas areas no hay formacién de endocarpo. El
endocarpo protege a la semilla y presenta esclereidas, que son células
muertas de paredes ya sea suberificadas o lignificadas y que sirven de
soporte y resistencia (Esau, 1977; Fahn, 1990; Mauseth, 1988). Posiblemente
esta capa sea la responsable de la latencia de la semilla al impedir la entrada
del agua para la germinacién, o funcionar como una capa mecanica que
impide la salida de la radicula.

En las paredes del fruto se encuentran abundantes taninos, un
tipo de metabolitos secundarios que le sirven a la planta de proteccion contra
la herbivoria (Bennett et al, 1994; Becker 1984), y que es un factor

fundamental que afecta la dinamica de las poblaciones evitando la presion de
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herbivoria (Esau, 1977; Fahn, 1990, Fenical, 1988 y Reed, 1995). Se
encuentran en forma de cristales y se pueden observar en las células de la
pared del fruto, la cubierta seminal, estilo y estigma. Puesto que son taninos
condensados, a diferencia de los hidrosolubles, no se pierden tan facilmente
con el manejo del material (Bennett et al, 1994; Becker 1984; Zucker 1983).
El fruto de C. nodosa y S. filiforme es extremadamente parecido, sin
embargo existen discrepancias en la denominacion de las estructuras tanto
del fruto como la semilla. En ambos casos el fruto es una drupa. Sin
embargo, Caye y Meinesz (1986) reportaron que C. nodosa ocurre pérdida
del pericarpio y se considera que la cubierta seminal es dura y es ésta la que
provee la resistencia. En este trabajo se demuestra que el equivalente a la
cubierta seminal reportado para C. nodosa, es el endocarpo en S. filiforme,
gue es persistente y lignificado, puesto que la cubierta seminal es delgada e

impermeable y no desempefia la funcion de proteccién del embrién.

Cubierta seminal

La cubierta seminal varia dependiendo de la especie de pasto marino, para
Syringodium al igual que para Halodule, Cymodocea y Halophila se ha
reportado que la cubierta seminal es dura y posee células con paredes
lignificadas (Kuo y Kirkman, 1992). En esta investigacion se encontrd que las
células del fruto son las que estan lignificadas, no asi las de la cubierta
seminal. Claramente, la cubierta seminal de esta especie no esta involucrada
en la proteccién del embrion; papel que si desempefia el endocarpo. La
cubierta seminal posee de 4 a 5 estratos con un grosor de 30 pm y esta
formada por células aplanadas de paredes delgadas, que coincide también
con lo encontrado para S. isoetifolium. En Halodule la cubierta seminal posee
7 estratos con células alargadas (Bragg y McMillan, 1986). En S. filiforme se
observaron que hay depositacion de taninos en la cubierta seminal. Se ha
encontrado que los taninos funcionan también como antagonistas de las
giberelinas, hormonas que estan involucradas en la germinacion de la semilla
(Ritzel et al., 1972). Posiblemente en las semillas y frutos como los de S.

filiforme que presentan latencia, los taninos estén directamente involucrados
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con procesos metabdlicos que inhiban o retrasen la germinacion del

embrion, ademas de su papel en la herbivoria.

Semilla

En el desarrollo de la semilla de S. filiforme se observé que el 6vulo
posee un saco embrionario es de tipo poligonum, en el cual las tres antipodas
pueden fusionarse en una sola célula de gran tamafio cuya funcion se
desconoce. El embrion de S. filiforme al igual que el embrion de otras
monocotiledoneas como el maiz (Vernoud et al, 2005) posee un coleoptilo,
gue es la primera hoja de la plantula la cual se convierte en una vaina
protectora. Es una de las estructuras que emerge primero sobre el suelo
como una vaina alrededor de la plumula (Warren, 2002). Esta estructura no
ha sido reportada para ninguna otra especie de pasto marino. Dado que los
fruto se encuentran depositados en el sedimento formando el banco de
semillas y son erosionados constantemente por el sedimento y el oleaje, la
presencia del coleoptilo podria resultar fundamental, ya que se encuentra
rodeando y protegiendo al meristemo apical del embrion. El embrién consiste
de un eje epicatilo — hipocatilo - radicula. Aunque se observo la presencia de
radicula es dificil asegurar que esta sea persistente hasta el momento de la
germinacion y que la raiz que presenta la plantula sea una raiz primaria y no
una raiz adventicia sin mas estudios del seguimiento del desarrollo del
embrion.

En miembros de otras familias la presencia de radicula no ha sido
reportada como es el caso de T. testudinum (Jiménez, 2002) y Zostera
marina (Taylor, 1957) y Cymodocea rotundata (McMillan et al. 1982).

El tejido de reserva en S. filiforme es el hipocatilo. Y se ha observado
lo mismo en Halodule (Bragg y McMillan, 1987).

En S. filiforme se encontrd que el hipocdétilo es alargado y en forma de
rifién, este posee una posicion lateral en el eje embrionario y el cotiledon es
alargado y curvo. En C. nodosa el cotiledon es al igual cilindrico y ocupa una
especie de surco en un 6rgano voluminoso que se cree es la radicula (Caye y
Meinesz, 1986).
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En T. testudinum el cotiledon se inserta lateralmente al meristemo
apical, el cotiledon tiene forma de triangulo y se encuentra encima del
hipocotilo de forma de disco (Jiménez, 2004).

En Z. noltii Asherson el cotiledon que contiene la plumula y el
meristemo apical tiene forma cilindrica y se encuentra doblado a lado del
hipocatilo (Loques et al. 1990).

Germinaciéon

Una germinacion exitosa resulta de la interaccion de factores fisiolégicos,
genéticos (internos) y ambientales (externos) (Baskin y Baskin, 1998). Se
entiende por germinacion al proceso mediante el cual se rompe la cubierta
seminal seguido por la emergencia de la radicula, cotiledon o hipocétilo
(Baskin y Baskin, 1998; Caye y Meinesz, 1986; Hootsmans et al, 1987; Inglis,
2000; Loques et al, 1990 y Orth et al, 2000). En el caso de S. filiforme una
vez que la semilla esté lista para germinar, los primordios foliares junto con el
cotiledon y el coleoptilo ejércen presion sobre la lacinia hasta que finalmente
la vencen y la separan del resto de la semilla. Cabe aclarar que no solo el
coleoptilo ejerce presion para separar a la lacinia, también deben actuar en
este mismo sentido el aumento de células del embrion completo. Aunque en
esta investigacion no se observaron las etapas de la germinacion, se ha
reportado para Z. noltii, C. nodosa, H. wrightii y S. filiforme que la primera
estructura en emerger es el cotileddn, (Loques et al, 1990; Caye y Meinesz,
1986 y McMillan, 1981) posteriormente surge la plumula; en Z. noltii el
cotiledén continua creciendo hasta que la plimula se hace evidente,
posteriormente surge la primera hoja (Loques et al, 1990). En S. filiforme “la
estructura que sigue a la emergencia del cotiledon es la bractea o profila que
envuelve a la primera hoja” (McMillan, 1981). Dado que el endocarpo se
adelgaza en demasia en la zona de la lacinia y la cubierta seminal es muy
delgada para brindar proteccion al embrion, el coleoptilo es una estructura de
suma importancia que resguarda al meristemo apical antes y después de la
germinacion, ya que el fruto se encuentra expuesto a factores erosivos como

lo son el oleaje y el sedimento.
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A pesar de que en el embrién de S. filiforme se observo la radicula, en
la descripcion de la germinacion de la semilla realizada por McMillan (1981)
no se menciona el surgimiento de esta estructura, sin embargo se menciona
la presencia de raices adventicias sin dar mas detalles. Por lo tanto, el
presente trabajo no se puede ligar con el de McMillan porque existe un
“vacio” entre las etapas que se estudiaron en la semilla y las que €l describe
en la germinacién. En C. nodosa se reporta también la posible existencia de
la radicula, sin embargo se menciona que al momento de germinar esta
estructura no se desarrolla y las que emergen son las raices adventicias
(Caye y Meinesz, 1986), McMillan (1981) indico lo mismo para S. filiforme.
¢, Qué le sucede a esa radicula que tan claramente se presenta en el embrion
y que a diferencia de T. testudinum, si posee haz vascular?, ¢Emerge la
radicula y después desaparece?, 0 no desparece y ¢el sistema radicular de
los pastos no es adventicio?, son algunos de los cuestionamientos que
derivan de este trabajo. Estudios mas detallados acerca de la germinacion y
apoyados con trabajos estructurales, son necesarios para entender la
correlacion entre las estructuras del embrion y la plantula de S. filiforme.

La bibliografia actual de germinacidbn en pastos marinos se ha
enfocado en determinar las variables que afectan la germinacion, como la luz,
la temperatura, la salinidad y la escarificacion de las semillas. Para S.
filiforme, H. wrightii no se ha reportado que la temperatura o la salinidad
influyan en la germinacion (McMillan, 1981 y McMilillan, 1983). En C. nodosa
(Caye y Meinesz, 1986) se ha demostrado que la germinacién es favorecida
a bajas concentraciones de salinidad.

En miembros de otras familias la escarificacion de la semilla resulto en
un aumento de la germinacion en Z. noltii y Z. marina. En C. nodosa se
observan resultados parecidos una vez que se remueve la cubierta seminal
(Caye y Meinesz, 1986).

La germinacién para S. filiforme se ha reportado por McMillan (1981 y
1983), en donde menciona que puede presentar un periodo de latencia hasta
de 3 afios. En este trabajo no se observo la germinacion de las semillas en
ninguno de los tres tratamientos (acuario, mar, estanques) lo cual puede

indicar que la latencia en S. fifliforme esta dada por factores ambientales
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(extrinsecos) como cambios en la luminosidad del acuario, o cantidad de O,
disponible. Lo anterior se conoce como latencia secundaria, puesto que son
las condiciones a las que se expone el banco de semillas como grupo y no la
semilla como unidad, las que la imponen la latencia del embrién (Orth et al,
2000). Es interesante mencionar que aunque en el experimento conducido en
el acuario para observar germinacion a lo largo de 5 meses no se observo
germinacion, algunos frutos (alrededor de 5) que no se colectaron se
encontraron germinando después de un afio. Las condiciones que pueden
haber influido en la germinacion de estos frutos necesitan aun ser estudiadas.

La latencia en pastos marinos ha sido reportada también para Z. noltii
(Hootsmans, 1987 y Loques et al, 1990), en H. wrightii de hasta 4 afios
(McMillan, 1981) y en C. nodosa se menciona que es de tipo secundaria y
dura de 7 a 8 meses (Caye y Minesz, 1986).

Banco de Semillas

Para el caso de S. filiforme se tomd como la unidad de dispersion al fruto
completo, de acuerdo con el criterio fijado por Starr et al. (2004) teniendo en
cuenta que la unidad de dispersion es considerada a partir de que el fruto se
desprende de la planta madre, ya sea como unidad, o con parte de la planta.

En T. testudinum en que el fruto abre cuando todavia se encuentra
adherido a la planta y las semillas son la unidad de dispersion (Jiménez,
2004). En Z. noltii el fruto se dispersa con partes vegetativas de la planta
madre (Loques et al., 1990)

En este estudio se observdé que para S. filiforme la unidad de
dispersion consiste en el fruto en su totalidad, aunque una vez en el
sedimento, el fruto pierde el exocarpo y mesocarpo de modo que la semilla
(embrién, tejido de reserva y cubiertas seminal) y parte del fruto, el
endocarpo, contindan el proceso.

En la gran mayoria de las plantas terrestres se puede observar que es
la cubierta seminal quien regula la latencia de las semillas y le confiere
dureza a las mismas protegiendo al embrion de eventos climéticos
desfavorables (Briggs et al., 2005; Kozlowski, 1972; Mayer y Poljakoff-

Mayber, 1978), papel que en S. filiforme desempefia el endocarpo. La dureza
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en las estructuras del fruto juega un papel importante en la dinamica de las
semillas. Muchas de las semillas o frutos necesitan ser escarificados ya sea
por animales, agentes fisicos o quimicos (Briggs et al., 2005; Debeaujon et
al., 2000; Kozlowski, 1972; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1978), para el caso de
S. filiforme es muy probable que el endocarpo necesite ser escarificado, en
este caso por el sedimento del mar y el oleaje.

De acuerdo a la clasificacion de Orth et al. (2000) S. filiforme forma
bancos del tipo 3: cubierta seminal dura, latencia y banco de semillas
persistente, de acuerdo a las caracteristicas de su semilla. El banco de
semillas persistente ha sido reportado también para Halodule wrightii
(McMillan, 1991) en esta especie, los bancos de semillas alcanzan
densidades de hasta 3,000 frutos por m? en el sedimento (McMillan, 1981).
En Cymodocea rotundata se observé un banco de semillas de 140 frutos por
m?, es decir, al menos 1 fruto por cada cm? (McMillan et al, 1982). En C.
nodosa se encuentran 220 semillas por m? (Caye y Meinsz, 1986). El nimero
de semillas que forman parte del banco de S. filiforme fue variable, de 33 a
43 por m?, con respecto a una produccién estimada de 650 semillas por m?.
Estos datos denotan una diferencia entre la posible produccion y el numero
de frutos encontrados en el sedimento. El presente estudio se asemeja al
realizado por McMillan (1981) en donde estimé una produccion potencial de
frutos de 10,000 por m? pero encontrd pocas reservas en el sedimento.

En Halodule uninervis las semillas de los bancos se acumulan en
depresiones que se forman en aguas someras llegandose a encontrar hasta
114 por cm? (Inglis, 2000). Para el caso de Z. noltii y Z. marina se estimé un
potencial banco de semillas de 9000 por m? y el real fue de 200 por m?
(Hootsmans, 1987).

En ambientes acuaticos los patrones espaciales en el banco de
semillas estan fuertemente influenciados por la intensidad y direccion de
fuerzas hidrodinamicas como la corriente y el oleaje, que influyen
directamente en su dispersion y enterramiento (Inglis, 2000). Las corrientes y
el oleaje pueden afectar la regeneracion de los bancos de semillas asi como

su estabilidad y nimero de semillas (Cherry y Gough, 2006). Otros procesos
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que los afectan son la muerte natural y predacion de las semillas
(Hammerstrom et al., 2006).

Probablemente los bancos de semillas persistentes (mas de un afio),
contengan semillas que se han ido acumulando por mas de una temporada,
por lo cual, el banco puede contener semillas de condicion fisioldgica y edad
variables (Inglis y Waycott, 2000).

Hay mudltiples factores a los cuales puede deberse la ausencia o el
namero reducido de semillas in situ de S. filiforme, una de ellas es el tipo de
dispersion que para este caso puede ser soOlo de centimetros (Orth et al.,
2006) como lo reportado para Halodule y Cymodocea (Inglis, 2000 y McMillan
et al., 1982) o hasta varios Km como lo reportado para T. testudinum
(Jiménez, 2004).

Al igual que en H. uninervis (Inglis, 2000) los frutos/semillas de S.
filiforme pueden encontrarse depositados en hondonadas, y en este estudio
simplemente no se encontraron frutos acumulados por grupos mayores de 3
por nucleador (diametro 4.4 cm). Es importante tomar en cuenta que el oleaje
se encuentra constantemente removiendo y reacomodando el sedimento por
lo cual, estos pequefios “bancos de semillas” son vulnerables a cambiar
continuamente en su densidad y de un lugar a otro y resentir cambios
debidos a fendmenos climéticos como los huracanes. El caso de la herbivoria
es un factor fundamental que modifica el nUmero de frutos que forman parte
del banco, puesto que incluso antes de que los frutos se desprendan de la
cima estan sometidos a predacion continua y en un alto porcentaje (datos no
publicados). A pesar de que las pruebas de herbivoria no arrojaron datos, se
ha observado que existe toda una variedad de frujivoros que pudiesen
alimentarse de los frutos (comunicacién personal). La falta de datos pudo
deberse a un error en el disefio del experimento. En H. uninervis se ha
reportado que la herbivoria reduce la densidad de tallos en un 80% lo que se
refleja en una redistribucion de las semillas (Inglis, 2000). Estudios mas
detallados a cerca de la dispersion y depredacion ayudarian a entender mejor
la dinamica del banco de semillas.

En el sedimento sélo reportamos la presencia de una plantula

consistiendo de 2 hojas en un area de 30 x 50 m enfrente de la zona costera
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estudiada que quedd desprovista de vegetacién a causa del huracan Wilma,
gue paso en octubre del 2005 (Pag. en red: Wikipedia, 2009), indicando que

la recolonizacion de areas nuevas por semillas no es un proceso frecuente.

Viabilidad

De acuerdo con Moreno (1984), cuando se aplica la prueba del tetrazolio a
semillas, existen ciertas estructuras clave que deben tefiirse de rosa palido a
rojizo mostrando que el embrion es viable y por tanto capaz de germinar.
Estas estructuras son: el eje embrionario y ligeramente el tejido de reserva.

Las unidades de dispersion obtenidas en los nucleadores en el sitio de
colecta La Ceiba, carecen ya de parte del fruto (meso y exocarpo), lo cual
indica que las semillas fueron producidas con al menos un afio de
anterioridad, es decir, en las temporadas de floraciéon de 2004, 2005 o 2006,
de acuerdo con McMillan y Bragg (1987) que ha reportado la latencia de las
semillas por hasta 3 afios, en este estudio se reportd la germinacion de 5
frutos en un periodo menor a un afo.

Aunque las pruebas de viabilidad en semillas de S. filiforme fueron
negativas, no necesariamente atribuimos esto a que las semillas estén
muertas, sino que puede deberse a una falla en la técnica. Lo anterior se
sostiene en que se observo que los cuatro frutos que quedaron olvidados en
los acuarios produjeron germinacién después en 1 afio.

Loques et al (1990) estimaron la viabilidad de las semillas en Z. noltii
usando una concentracion de 0.25% de tretrazolio durante 5 h a 30° C y
obtuvieron un 72% de semillas viables. La falla de la prueba pudo bien ser la
concentracion del tetrazolio o la temperatura a la que se realizo.

La prueba méas adecuada para medir la viabilidad de las semillas en
pastos marinos parece ser la germinacion in vitro, en C. nodosa es del 90%
en 10 dias (Caye y Meinsz, 1986), en Cymodocea rotundata es del 40%
(McMillan, 1982) y en H. wrightii del 45 al 63% en dos afios y en S. filiforme
va del 51 al 75% en un periodo de dos a tres afios (McMillan, 1981).
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CONCLUSIONES

e La morfologia floral de S. filiforme es un tema inconcluso que requiere mas
estudios dada la complejidad del desarrollo de la inflorescencia.

e En cada nodo floral se encuentran dos flores femeninas, las cuales estan
compuestas por ovario, estilo y dos estigmas lisos alargados y bifurcados.
Los estigmas no estan diferenciados morfolégicamente. El estilo es corto y
hueco. La flor posee un pedicelo corto.

e A diferencia de Tomlinson (1978), en este trabajo se propone que lo que él
denomina flor, en realidad son dos flores subtendidas por una bréactea.

e La cubierta seminal es muy delgada por lo cual la funcion de proteccion de
la semilla la adquiere la pared del fruto, especificamente el endocarpo
lignificado.

¢ La plumula se encuentra adyacente a la lacinia que es una zona en donde
el endocarpo se adelgaza, por lo tanto la funcion del coleoptilo es
fundamentalmente la proteccion de esta plumula.

e Se observo la presencia de una raiz primaria en el embrion cuyo destino
durante la germinacion se desconoce.

e La unidad de dispersion es el fruto.

e La germinacion de la semilla se da a través del fruto.

e En cinco meses de permanencia en el acuario, las semillas no germinaron,
lo que confirma su latencia.

e El porcentaje de semillas que potencialmente pueden formar el banco es de
10.4%.

Consideraciones finales.

Para continuar con esta investigacion seria recomendable Investigaciones futuras

gue se desprenden de este estudio, por ejemplo:
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Conocer cuantos frutos se desprenden de la cima y cuantos se conservan
en esta. Cudl es la distancia maxima de dispersion, se dispersan sobre el
sedimento o se entierran.

Determinar el destino del coleoptilo durante la germinacion. ¢Es igual que
en otras monocotiledoneas?

Correlacionar las estructuras del fruto y la semilla con las presentadas por

la plantula durante la germinacion y el establecimiento.
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Anexo 1

flor
Transect | Cuadrant | Cim noﬁjo femenin
0 e a s a fruto
acronic | madur | inmadur | mordid | ausent | Suma Suma
preant flor
0] 0 0 0 e flores frutos Total

1 1 1 6 1 3 3 7 7
2 5 1 1 3 1 5 6

3 8 1 3 7 1 10 11

4 11 1 2 7 2 1 1 12 13

5 10 3 2 9 1 14 15

2 1 8 1 1 1 2 1 1 4 6

2 10 2 2 10 1 14 15

3 7 2 2 2 2 1 0 8 9

4 7 1 4 5 2 1 11 12

5 8 2 2 5 2 2 9 11

3 1 10 1 3 1 3 6 1 4 4 11 19

2 5 1 1 1 2 1 4 5

3 4 1 1 1 2 2 1 1 6 8

4 8 5 9 2 0 16 16

5 6 1 2 6 1 8 9

2 1 1 6 3 5 4 0 12 12
2 7 2 6 4 0] 12 12

3 5 2 1 5 0 8 8

4 2 2 2 2 2 4

5 8 2 6 4 4 0 16 16

2 1 3 4 0 4 4

2 7 2 5 2 1 0 10 10

3 6 3 2 1 0 6 6

4 3 2 4 0 6 6

5 7 1 4 2 7 0 14 14
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Anexo

2
TOLECTA DE JULIO-AGOSTO 2006
Sitio de colecta/Nucleadores 1 2 3 4 5| 6 7| 8 9| 10| 11] 12} 13| 14| 15| 16
La Ceiba 11 II1 11
Muelle del ICMyL 11
Frutos frescos en sedimento 0
Frutos vacios 0
Frutos Mordidos 13
COLECTA DE MARZO-ABRIL 2007
Sitio de colecta/Nucleadores 1 2 3 4 5| 6 7 8 9| 10| 11] 12} 13| 14| 15| 16 17
La Ceiba IT  |IITIIII II1 I IIT |II
Muelle del ICMyL II
Frutos frescos en sedimento 17
Frutos vacios 5
Frutos Mordidos 17
COLECTA DE JUNIO-JULIO 2007
Sitio de colecta/Nucleadores 1 2 3 4 5] 6 7 8 9] 10| 11| 12| 13 14| 15 16 17] 18
La Ceiba 111 I 1 11T IIII1 111 II
Muelle del ICMyL I I 11
Sitio de colecta/Nucleadores 19 20| 21] 22| 23] 24| 25
La Ceiba 11
Muelle del ICMyL I
Frutos frescos en sedimento 0
Frutos vacios 1
Frutos Mordidos 7
Cada I indica una unidad de dispersion

.0s espacios en blanco significan que no hubo registro de unidades de dispersion
a la colecta del 2006-2007 se registré el nimero de frutos frescos y frutos vacios que se encontraban ya en el sedimento
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