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RESUMEN

Se describio la morfologia reproductiva, germinacion y emergencia de plantulas de
Dioon edule var. angustifolium, bajo condiciones de invernadero. Las semillas de
esta especie midieron 2.3 centimetros de largo por 1.75 centimetros de ancho en
promedio y pesaron 4.4 gramos. La germinacion alcanzé 84% a los 36 dias de
siembra, para ello a las semillas se les retiro la sarcotesta, fueron remojadas en
agua durante 24 horas y se escarificaron en la regiéon del micropilo, lijandolas
levemente. La germinacién se considerdo en el momento de la aparicion de la
radicala. A los 180 dias de siembra emergid la plumula, misma que presentd una
vernacion circinada, semejante a la de los helechos. A los 195 dias de siembra, la
plumula midié6 6.3 centimetros de largo y a los 210 dias crecido hasta 10.2
centimetros. Después de 365 dias de siembra, el peciolo mostré un tamano de
10.5 centimetros de largo y 0.1 centimetros de ancho. El largo del raquis fue de
5.8 centimetros. Los foliolos fueron 34 en promedio con un tamano que varia de

(0.8)1.5 a 3.1 centimetros.



INTRODUCCION

Las cicadas (division Cycadophyta) son plantas que por su distribucion localizada,
ciclo de vida muy largo, poca capacidad reproductiva y crecimiento lento, presenta
graves amenazas a su supervivencia. La mayoria de sus géneros y especies se
encuentran clasificadas en alguna categoria de riesgo (Sanchez et al. 2007). Las
principales amenazas para las cicadas son la destruccion del habitat y la
recoleccion de plantas en la naturaleza (Donaldson, 2003). Estas amenazas
varian en las diferentes regiones. La destruccion del habitat es la principal en Asia,
América del Sur, América Central y el Caribe; en tanto, la recoleccién en la
naturaleza es la principal en Africa. Incluso en las regiones donde la destruccién
del habitat es la principal amenaza, la extraccion de plantas también puede
constituir un riesgo, siendo la recoleccién con fines de comercio el factor principal
para un gran numero de cicadas en todos los paises donde se distribuyen
(Donalson ,2003).

Puede considerarse que las cicadas son las plantas mas amenazadas del
mundo. De acuerdo con la Uniéon Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN, por sus siglas en inglés) y segun Donalson (2003), el 52 % de
las especies conocidas estan clasificadas como amenazadas (Criticamente en
peligro, en peligro o vulnerables). De este modo, Dioon edule esta considerada por
la UICN wvulnerable y la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2001) la
coloca como una especie amenazada de extincion. Esta situacion se debe a que
ha sido usada con fines comestibles y ceremoniales desde la época prehispanica.

En la actualidad estas plantas se extraen y son comercializadas como



ornamentales y en algunas poblaciones siguen siendo ceremoniales. Sus semillas
son comestibles, aunque aparentemente s6lo se consumen en épocas de gran
escasez de alimentos (Glafiro et al. 2004). Sus hojas tiernas son venenosas para
el ganado, por lo que en muchos agostaderos las plantas se eliminan de manera
sistematica. Ante esta situacion, Dioon edule var. angustifolium requiere de
estudios basicos que permitan regenerar sus poblaciones en su habitat natural,
entre ellos se encuentra la descripcion de su morfologia reproductiva y la
germinacidon de sus semillas, al conocer estos aspectos primarios de su biologia,
las comunidades humanas que la extraen de su medio natural, iniciarian con su
cultivo y domesticacion. Ademas, Dioon edule var. angustifolium es una especie
endémica de México.

Por otro lado, Dehgan (1983), Pavén (1999), Sanchez (2003) e Iglesias y
Alba (2004), mencionaron que la germinacion de las semillas de esta especie es
dificil y en algunos de estos trabajos se indica que las semillas tardan hasta un

afo en germinar.



Il ANTECEDENTES

2.1 Las gimnospermas

Las gimnospermas son un grupo de aproximadamente 820 especies que se
caracterizan por la produccion de semillas desnudas, de hecho el nombre de este grupo
deriva de las palabras griegas gymnos, desnudo y sperma, semilla. Son plantas
lefiosas, pueden ser arboles, arbustos e incluso lianas, por lo general son monoicas. Se
les agrupa en cuatro divisiones Coniferophyta, Cycadophyta, Ginkgophyta vy
Gnetophyta. Las coniferofitas comprenden la gran mayoria de las especies existentes
(Santamarina, 1980; Vidakovic, 1991; Judd et al. 1999; Raven et al. 1999).

En la divisiéon Cycadophyta se encuentran plantas con aspecto de palmera y que
se desarrollan en muchas regiones tropicales y subtropicales. Estas se originaron desde
el Mesozoico y declinaron durante el Cretacico y Terciario. Su distribucion restringida
parece indicar que se encuentran al final de su historia evolutiva (Cronquist, 1977;
Scagel, 1983; Moore, 1998).

Las Cycadales o cicadas tienen caracteres primitivos presentes desde hace
aproximadamente 200 millones de afios al presente y de todas las gimnospermas
vivientes, son el grupo mas antiguo (Vovides y Peters, 1987).

Las cicadas han sobrevivido hasta nuestros dias de manera relictual y presentan
distribucidon geografica restringida, la mayoria son pantropicales. En la actualidad solo
estan catalogadas alrededor de 210 especies vivientes, incluidas en tres familias

Cycadaceae, Stangeriaceae y Zamiaceae (Stevenson, 1992).



Las familias Cycadaceae y Stangeriaceae se encuentran principalmente en
Oceania, Asia y sur del continente africano. La primera familia esta representada tan
solo por el género Cycas, en tanto que la segunda contiene a los géneros Stangeria y
Bowenia (Judd et al. 2008).

La familia Zamiaceae, con unas 90 especies, esta presente tanto en el Viejo
como en el Nuevo Mundo. Contiene ocho géneros: Ceratozamia, Chigua, Dioon,
Encephalartos, Lepidozamia, Macrozamia, Microcycas y Zamia. Unicamente Chigua,
Ceratozamia, Dioon y Zamia son exclusivos de Ameérica. En México los géneros
Ceratozamia y Dioon, excepto Dioon mejiae, son tipicamente endémicos, estos géneros
representan el 95% de la riqueza de cicadas en el nivel nacional. De hecho, el numero
de especies de cicadas en el pais (alrededor de 45) tal vez sea la mayor del mundo. Un
caso notorio es el estado de Veracruz, que contiene diez especies.
Contradictoriamente, hasta antes de 1975 sélo era conocido el 50% de las cicadas del
pais; a partir de 1980 y hasta la fecha se siguen describiendo nuevos taxa del grupo
(Rzedowski, 1978; Whitelock, 2004). De manera similar a lo que ocurre en el resto de
paises en los que existen cicadas, en la actualidad casi todas las especies mexicanas
enfrentan serios problemas de supervivencia en su medio natural. Dioon edule no es la
excepcion; es una especie amenazada por diversas presiones antropogénicas
(Vazquéz-Torres et al. 1999). Las causas son poblaciones escasas, destruccion del
habitat como talas, quemas, pisoteo por el ganado, ampliacion de la frontera agricola y

ganadera, entre otras.



2.2 Biologia de las cicadaceas

A las cicadas se les conoce como ‘fésiles vivientes’, lo cual indica que han cambiado
muy poco durante millones de afios (Grealuch y Adams, 1976; Rost et al. 1988). Las
especies de cicadas difieren entre si en su forma de crecimiento, comportamiento de
produccion de conos masculinos y femeninos, tamafo y numero de los mismos; tamafo
de semilla, longevidad, polinizacion, agentes de dispersion, tolerancia a la sequia y a la
sombra, asi como su capacidad para resistir incendios. Estos factores influyen en su
distribucion (Negrén-Ortiz y Gorchov, 2000).

A pesar de las numerosas diferencias entre las especies, todas las cicadas
comparten algunas caracteristicas, entre ellas: crecen con relativa lentitud, tienen una
corteza primaria conformada de parénquima y rica en fécula, que las hace vulnerables
al moho, por lo tanto, la mayoria de las especies viven en suelos bien drenados, de lo
contrario, sus tallos se danarian facilmente, en este contexto, cuando las plantas se
extraen de su habitat natural la mortalidad es alta. Ademas, todas las especies son
dioicas, sus embriones se desarrollan lenta pero continuamente hasta la germinacion de
la semilla, la cual sucede pocos meses después de la dispersion, en consecuencia la
vida de las semillas es relativamente corta y esta sometida a danos por desecacion.
Presentan raices coraloides-contractiles, las cuales realizan una doble funcién,
contienen cianobacterias que fijan nitrégeno atmosférico que les permite supervivir en
medios pobres en nutrimentos, como afloramientos de piedra caliza, dunas vy
acantilados escarpados; por otro lado, las raices contractiles, evitan que el meristemo
apical alcance la superficie del suelo, sobre todo en estadio de plantulas protegiéndolas

de sequias e incendios (Keppel, 2001).



2.2.1 Polinizacién

Los estudios realizados en los ultimos 15 afios han mostrado que los insectos son los
principales polinizadores de muchas cicadas, la mayoria son especies de escarabajos y
tisanopteros que polinizan a estas especies, algunas de ellas polinizan una sola
especie. La especificidad de estas interacciones ha planteado cuestiones sobre si los
sistemas de polinizacion fracasaran al disminuir las poblaciones de cicadas. Estudios
en poblaciones silvestres indican que cuando las cicadas disminuyen a menos de 150
plantas, la abundancia de polinizadores disminuye y las plantas experimentan
frecuentemente una reduccion en la produccion de semillas. Cuando las poblaciones se
reducen a menos de 50 plantas, con frecuencia los polinizadores ya no las visitan

(Newell, 1983).

2.2.2 Fecundacion
La fecundacion es un proceso poco estudiado en las cicadas y esta caracterizado por el
desarrollo de células espermaticas multiflageladas, poco comunes en las plantas con
semillas actuales. Estas células desde que fueron observados en 1896 por lkeno, han
representado un hito en la historia de la morfologia vegetal. En el caso de la familia
Zamiaceae las células espermaticas son de gran tamafo, aproximadamente 180
micrometros de diametro y para el caso de Dioon edule llegan a alcanzar los 230 a 300
micrometros al momento del desarrollo del tubo polinico. Estas células pueden
presentar de cientos a miles de flagelos, en el caso de Zamia pumila se han encontrado
cerca de 50 000 (Gifford y Foster, 1988).

La fecundacién en las Cicadofitas inicia con el transporte del grano de polen,

constituido por una célula protalica, una generativa y la célula del tubo al 6vulo. La
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célula del tubo polinico se elonga y conduce a la célula generativa hasta la camara
arquegonial. Durante esta etapa la célula generatriz se divide y forma dos células
espermaticas, mismas que presentan un movimiento libre y vigoroso dentro del tubo
polinico, cuando la célula protalica y la célula del tubo polinico se desintegran, las dos
células espermaticas son descargadas dentro de la camara arquegonial junto con una
pequeia cantidad de liquido, éste permite a las células espermaticas moverse y
penetrar al interior del arquegonio para llegar a la célula huevo. En esta fase una de las
células espermaticas penetra al citoplasma de la célula huevo y se lleva a cabo la
fertilizacion (fig. 1). Es importante destacar que varias células espermaticas pueden
entrar al arquegonio, pero soélo uno de los nucleos masculinos lograra fertilizar, mientras

que los otros degeneran (Gifford y Foster, 1988).
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Fig. 1. Ciclo reproductivo en cicadas. A-C desarrollo del gametofito masculino en Cycas; D,
diagrama de una seccién longitudinal del évulo de Dioon edule en una etapa temprana del
desarrollo del tubo polinico; E, Diagrama de la seccién longitudinal del évulo de Dioon edule
mostrando los tubos polinicos en la parte apical de la camara arquegonial y la posiciéon de los
arquegonios en el gametofito femenino; F-H, se observa la ontogenia del arquegonio en Dioon
edule (modificado de Gifford y Foster, 1988).



El proceso de fecundacion en las cicadas y en general en las gimnospermas es
tardado y desfasado en el tiempo, es decir, existe un periodo de tres a diez meses entre
la polinizacién y la fecundacion. Del mismo modo, una vez ocurrida la fecundacion
deben transcurrir de uno a ocho meses, para el desarrollo y maduracidén del embrion en

el caso de Dioon y de uno a tres meses en Zamia y Ceratozamia (Mauseth, 2003).

2.2.3 Crecimiento y reproduccioén

Aunque las cicadas son plantas generalmente longevas y de lento crecimiento, hay al
menos tres formas que difieren en longevidad y tasa de crecimiento: plantas con tallos
subterraneos de pequefio a mediano tamafno, con tallos aéreos aislados y con tallos
multiples. Las especies con tendencia a desarrollar tallos multiples, pueden tener ciclos
de vida particularmente largos, en donde los renuevos sustituyen a los tallos viejos. Los
estudios de campo indican que las especies con tallos pequefios e individuales, tienen
ciclos de vida mas cortos que las de tallos mayores o con tendencia a producir retofios.
Al respecto, se ha determinado que algunas plantas en su habitat natural pueden llegar
a supervivir hasta casi 1 000 afnos (Whitelock, 2002), sin embargo, se tienen datos que
establecen la longevidad de las cicadas en funcién del género y la especie, por ejemplo
Encephalartos villosus que se desarrolla en sotobosques y presenta talla pequefa
alcanza una edad maxima de 125 afios, mientras que, especies de talla mayor como
Dioon edule pueden alcanzar los 1 000 afios de longevidad (Vovides, 1990; Donaldson,
1995). No siempre las plantas de talla mayor son necesariamente longevas, en
particular, Vogel et al. (1995) estimaron que especimenes de 3 metros de

Encephalartos transvenosus tenian sélo 150 afios.
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La edad hasta la primera reproduccion varia considerablemente entre especies y
también depende de las condiciones de crecimiento. En ambientes controlados, se ha
observado que algunas especies de Zamia tardan soélo entre dos o tres afios en
alcanzar la edad reproductiva, en tanto que otras cicadas pueden tardar entre 12 y 15
afnos (Jones, 1993; Whitelock, 2002). El crecimiento es generalmente mas lento en
condiciones naturales. Por ejemplo, estudios realizados por Raimondo y Donaldson
(2003) en Encephalartos indican que la edad a la que se desarrolla el primer cono
puede variar de 15 a 40 afos, segun la especie.

La produccion de semillas es esporadica en la mayoria de las poblaciones de
cicadas. Algunas especies pasan largos periodos sin desarrollar semillas, seguidos de
un episodio de gran produccién de las mismas, ocasionado por factores extrinsecos
como el fuego. Distintas plantas pueden producir estrobilos cada pocos afios, pero
Vovides (1990) calculd intervalos de hasta 52 anos. Durante episodios de produccion
sincronizada de estrobilos, una poblacion integrada por varios centenares de plantas
puede producir decenas de miles de semillas. Normalmente sélo sobreviviran unas
cuantas de ellas, que fueron dispersadas a sitios adecuados, donde son protegidas de
la desecacion y la depredacion por roedores (Vovides, 1990). Otras especies producen
estrobilos femeninos en forma mas erratica sin relacion aparente con sucesos
ambientales, estas poblaciones producen relativamente pocas semillas durante cada

fase de reproduccion (Raimondo y Donaldson, 2003).
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2.2.4 Dispersion
Las cicadas tienen semillas grandes, con una sarcotesta de colores variados. Animales
como aves, roedores, marsupiales pequefos y murciélagos que comen frutos, son
atraidos por la brillante y coloreada sarcotesta, consumen ésta y dispersan la semilla.
Vovides (1990) sefald que las semillas de Dioon edule son dispersadas por
Peromyscus mexicanus, roedor que consume una buena parte de las semillas
producidas en una temporada, sin embargo, muchas de ellas son almacenadas en
diversos sitios por el raton y germinan en estos lugares protegidos. El radio de
dispersion de las semillas depende de la distancia a la que los animales puedan
llevarselas.

Un grupo de especies de cicadas pertenecientes a la subseccidén Rumphiae
tienen semillas con una capa esponjosa y se dispersan al flotar en el agua. Las
especies de este grupo estan distribuidas ampliamente en las islas del océano indico y

del Pacifico occidental y en las costas de Asia sudoriental (Dehgan y Yuen, 1983).

2.2.5 Respuesta a la recoleccién

Se dispone relativamente de pocos datos sobre la respuesta de las cicadas a la
recoleccion de individuos, conos y semillas. Cabe esperar que las especies con
distintos ciclos biolégicos tengan respuestas diferentes. Modelos de simulacion,
basados en diez anos de datos obtenidos en el campo de dos especies con distintos
ciclos biolégicos, han mostrado que las poblaciones de cicadas son en general
sumamente sensibles a la extraccion de plantas adultas (Raimondo y Donaldson, 2003).
Esto se debe a la lenta tasa de sustitucion de las plantas en la poblacién. Segun este

estudio, las especies con varios tallos y de lento crecimiento tardan mucho mas en
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recuperarse que las especies pequeias 0 de mas rapido crecimiento. En cuanto a las
semillas, los modelos indican que las poblaciones de cicadas pueden tolerar elevados
niveles de recoleccion, sobre todo en el caso de especies que producen conos
anualmente y de forma sincronizada. Esto quiere decir que la recoleccion de plantas
adultas solo debe hacerse en las poblaciones grandes o en las que tienen una gran
proporcion de plantas jovenes. En cambio, la recoleccion de semillas puede hacerse

incluso en poblaciones relativamente pequenas.
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2.3 Diversidad de las Cycadophyta

La division Cycadophyta esta considerada como un grupo primitivo de gimnospermas,

que presenta distribucion restringida en casi todos los continentes y que en la mayoria

de los casos, sdlo incluye pocos géneros y pocas especies. En el cuadro siguiente se

presenta la diversidad reconocida (Stevenson, 1992).

FAMILIA GENERO N° DE ESPECIES DISTRIBUCION
Este de Africa,
Cycadaceae Cycas 20 India, Japon y
Australia.
Stangeriaceae Stangeria 1 Sudafrica.
Zamia 30-40 México, Florida.
Microcycas 1 Cuba.
Meéxico y
Ceratozamia 6
Guatemala.
Zamiaceae Dioon 4 México y Honduras.
Encephalartos 35 Africa y Australia
Macrozamia 14 Australia y Bolivia
Lepidozamia 2 Bolivia
Chigua 2 Colombia
Boweniaceae Bowenia 2 Australia

Cuadro 1. Diversidad y distribucion de las familias, géneros y especies de la division

Cycadophyta.
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2.4 Descripcién de Dioon edule Lindl.

Plantas arborescentes, en forma de palma, hasta de 5 m de altura, la mayoria 2-3 m;
tronco erecto, raramente semipostrado, cilindrico, robusto, hasta de 30 cm de diametro
en la base, algunas veces con vastagos originados en el tronco o con ramas aéreas;
corteza grisacea a parduzca oscura, aspera, tapizada por las bases persistentes de los
peciolos. Hojas 8-50 o mas, apicales en su corona, pinnadas, planas, de color verde
claro, de 0.8-1.3 m de largo, 15-23 cm de ancho en la porcion media, mas o menos
rigidas, las hojas jovenes de color verde palido a amarillento, pubescentes en el envés,
el indumento persistente en el peciolo y raquis; foliolos 75-110 pares, subopuestos,
linear-lanceolados, de 6-10 cm de longitud, 5-9 cm de ancho, coriaceos a rigidos, los
margenes lisos o denticulados en las plantas jovenes, inermes, el apice pungente;
nervios 9-12; peciolo de 17-22 cm de largo, frecuentemente pubescente o lanoso en la
base; catafilos de 7-12 cm de largo, 3.0-3.5 cm de ancho en la base, lanosos en la cara
exterior. Microstrobilos parecidos a una mazorca de maiz, conicos a casi cilindricos,
erectos, de color verdoso a cremoso, 0 moreno claro cuando maduros, alargados, de
20-35 cm de largo, 6.0-8.5 cm de diametro; microspordfilos peltados, de 20-33 mm de
largo, 1-1.3 cm de ancho; microsporangios numerosos; adheridos a la superficie interna,
globosos, dehiscencia longitudinal; megastrobilos apicales, solitarios o dobles, ovoides,
rodeados por un conjunto de catafilos lanosos, erectos cuando jovenes hasta
ligeramente inclinados o colgantes al madurar, de 25-30 cm de largo, 15 cm de
diametro; pedunculo cilindrico; de 8-12 cm de largo, 1.5-2.5 cm de diametro, tomentoso,
de color moreno claro; megaspordfilos triangulares, de color grisaceo a moreno claro en

la superficie externa, de 5-8.5 cm de largo, 3-4.5 cm de ancho en la base, escamosos,
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lanosos. Semillas ovoides a casi esféricas, blanquecinas, resistentes, lisas, con caras
poco aparentes, de 2.3-3.5 cm de largo, 2-2.5 cm de diametro con el tegumento

carnoso, amarillento y endurecido; numero cromosémico 2n = 18 (Marchant, 1968).

Dioon edule var. angustifolium (Miq.) Miq.

Se distingue por sus foliolos delgados de (3.5) 4-6 mm de ancho por 6-11 (16) cm de
largo, escasamente pubescentes; generalmente glaucos cuando jovenes, insertados en
un angulo agudo sobre el raquis; raquis semiterete a subterete. Semillas 4-6 cm® en

volumen (De Luca et al. 1982).

2.5 Importancia biolégica y econédmica de Dioon edule

var. angustifolium

Este taxon se encuentra en bosques o matorrales de Juniperus y en bosques tropicales
caducifolios, caracteristicos de regiones con clima calido y pronunciada temporada de
sequia. Se distinguen por ser plantas en donde las hojas igualan o superan la altura del
tronco. Se cultiva a veces como ornamental y la decoccién de las semillas se emplea en
medicina tradicional por los algunos grupos indigenas de Nuevo Ledn, Tamaulipas y
San Luis Potosi contra neuralgias, en la actualidad es uno de los contados
representantes de un grupo de plantas que en épocas geoldgicas anteriores era muy

diversificado y abundante.
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Produce conos de agosto a octubre, aunque este proceso no se verifica afio con
afo. Aunque la planta es venenosa para el ganado, las semillas cocidas se comen en
épocas de escasez de otros alimentos.

El comercio internacional de ésta especie es considerable y genera varios
millones de ddlares anualmente; estas practicas y la destruccion de su habitat afectan
severamente la regeneracion natural de Dioon edule, por lo tanto, esta especie, segun
la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL 2001, esta considerada como amenazada
de extincion y se encuentra en la lista del Convenio Internacional para el Comercio de

Especies Amenazadas (Glafiro et al. 2004).

2.6 Semillas en Cycadophyta

La semilla se define desde el punto de vista botanico como un évulo maduro, encerrado
en un ovario o fruto en el caso de las angiospermas; en las gimnospermas no existe
ovario y no se forma fruto, en su caso, el 6vulo es desnudo y se encuentra en la base
de una megasporofila que en conjunto constituyen al estrobilo o cono femenino. Tiene
su origen después de la fertilizacidon de la ovocélula por un nucleo espermatico, debido
a este proceso el ovulo comienza a mostrar los cambios que dan como resultado la
formacién de la semilla que esta constituida por tres elementos, testa o cubiertas
seminales, embrion y tejido nutricional, en el caso de las cycadophyta este ultimo
procede de las células del gametofito, también conocido como tejido nucelar, que se
dividen para almacenar nutrimentos. El embridn se forma a partir de la fertilizacion de la

ovoceélula por parte de una célula espermatica. El proceso de la polinizacién y el
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posterior desarrollo del tubo polinico, asi como la fecundacion, son procesos que se
encuentran desfasados y que requieren de mucho tiempo, en algunos casos varios
meses (Moreno, 1996). Por esta razén la fecundacion es uno de los procesos mas
criticos durante el ciclo de vida de las cicadaceas y en general de las gimnospermas.
Después de madurar tanto morfolégicamente como fisiolégicamente, la semilla puede
tardar mucho tiempo para germinar, después de desprenderse (Keppel, 2001).

Las semillas de Dioon edule presentan dos tipos de cubiertas seminales, una
conocida como sarcotesta que corresponde a un tejido carnoso que tiene la funcion de
proteccion contra la desecacion y que en algunos casos permite la dispersion de la
semilla o promueve un estado de latencia exdgeno de tipo quimico al concentrar
sustancias inhibidoras de la germinacion. La segunda capa seminal corresponde a la
esclerotesta, que es una barrera dura que protege al embridon y que ademas le puede

conferir una latencia de tipo mecanica (Gifford y Foster, 1988).

2.7 Germinacion en las gimnospermas

Las semillas de gimnospermas al igual que las angiospermas requieren de un sustrato
humedo, aeracion y temperatura adecuada para su germinacion. Por lo general
presentan germinacion epigea aunque en el caso de Ginkgo biloba es hipogea. Se
considera que la germinacién en este grupo de plantas es un proceso lento y depende
en gran medida de los factores ambientales, tales como temperaturas extremosas,
fuego e insolacion. En el caso de Cicadaceae las semillas tardan en germinar hasta dos

anos, después de que se completa el desarrollo del embrién (Gifford y Foster, 1988).
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2.8 Latencia en Cycadaceae

Una parte importante de las especies que se reproducen por semilla, poseen algun
impedimento para su germinacion, comunmente conocido como quiesencia, latencia,
letargo o dormancia (Patifio et al. 1983; Willan, 1991).

Para las semillas de Cycadaceae se han establecido tres tipos de letargo que
estan interrelacionados. El primero esta en funcién de la sarcotesta que tiene un efecto
inhibitorio en donde el acido abscisico (ABA) o sustancias con propiedades similares
son las responsables. El segundo depende de la dureza de la esclerotesta y el tercero
debido al embrién inmaduro que presentan la mayoria de las cicadas. En varias
especies, remover la sarcotesta es suficiente para permitir la germinacion, como en
Dioon, Macrozamia, Lepidozamia, Zamia loddigesii y Z. fischeri (Dehgan, 1983; Dehgan

y Schutzman, 1989).
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Il HIPOTESIS

La técnica de escarificacion mecanica facilitara y aumentara el porcentaje de

germinacién de las semillas de Dioon edule var. angustifolium.

IV OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Analizar el proceso germinativo de Dioon edule var. angustifolium en condiciones de

invernadero.

4.2 Objetivos Particulares

e Describir el proceso germinativo de las semillas de Dioon edule var.
angustifolium.

e Describir la morfologia de las plantulas en sus diferentes estadios de desarrollo.
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V MATERIAL Y METODO

5.1 Recoleccién de conos, semillas y caracterizacién

ecolégica del habitat

Se recolectaron semillas y conos en dos localidades, una ubicada a 2 km del Mirador de
los Altares rumbo a Linares Nuevo Leodn, en un bosque de encino a 1 015 m de altitud y
la otra en los limites de Nuevo Ledn y Tamaulipas, entre Villa Mainero e Ibarrilla a 1 500
m de altitud, en un ecotono entre Bosque Tropical Caducifolio, Bosque de Encino y
Bosque Espinoso.

La recoleccion se realizo de acuerdo con las indicaciones del manual de
propagacion y cultivo de cycadas (Pérez y Vovides, 1994). Se descartaron los conos
pequefios y cerrados, ya que contienen semillas inmaduras. Unicamente se recolecto
en una de las localidades, un cono grande con las escamas abiertas, que presento
cierto grado de abultamiento. Se registraron en la libreta de campo los datos de
georreferencia (latitud y longitud), altitud, temperatura ambiental promedio y pendiente
de ambos sitios, asi como el tipo de vegetacion y las especies de plantas asociadas.
Con la finalidad de conformar una muestra compuesta se recogieron en campo
directamente del suelo 122 semillas. También se recolect6 suelo de las inmediaciones

de los ejemplares seleccionados que sirvio como sustrato para sembrar las semillas.

5.2 Morfologia de conos y semillas

Se examino y describieron algunas de las caracteristicas morfolégicas del cono y las

semillas con base en la terminologia botanica especializada (Font Quer, 1979; Moreno,
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1984). Para ello, se registré el largo y diametro del cono, sus escamas fueron
separadas y medidas, se consider6 en forma particular, el largo y el ancho, la textura,
color y forma. Para el caso de las semillas, estas fueron separadas y clasificadas segun
su posicion dentro del cono en: basales, medias y apicales, de cada uno de estos
grupos se tomd una muestra y fueron pesadas con la ayuda de una balanza analitica,
modelo Ohaus pionner y posteriormente se midieron con un vernier. Los datos
obtenidos fueron analizados y se calcularon los parametros simples de tendencia
central y asi conocer los valores promedio de las semillas y escamas en funcién de su

localizacion en el cono.

5.3 Determinacién del grado de madurez de los

embriones

Con la finalidad de corroborar que las semillas presentaran el embridon maduro, se
eligieron tres de ellas, segun su posicidén en el cono, es decir, de las partes basal, media
y apical, de la misma manera se eligieron dos de las semillas recolectadas del suelo. La
determinacién del grado de madurez consistié en cortar las semillas longitudinalmente
para verificar que el embrion tuviera una longitud de por lo menos tres cuartas partes
del tamafo de la semilla. Este tamano segun Pérez y Vovides (1994) indica que el
embrion esta maduro. En el lote de 235 semillas obtenidas del cono que no alcanzaron
esta longitud, tuvieron que ser sometidas a un proceso de maduraciéon de embriones

mediante estratificacion en fri6. En cambio las dos semillas provenientes de la muestra
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recolectada en el suelo presentaron el embrion maduro por lo que las 120 semillas

restantes fueron ocupadas para la prueba de viabilidad y el proceso de germinacion.

5.4 Viabilidad

Para determinar la viabilidad de las semillas recolectadas en campo y fuera de los
conos se realizd la prueba cualitativa de flotacion en agua que segun Pérez y Vovides
(1994), resulta ser eficiente y no destructiva. En este caso las 120 semillas fueron
colocadas dentro de una cubeta con agua y se consideraron como viables las semillas
que se hundieron, en cambio se descartaron las que flotaron, pues en ellas no se
desarroll6 el embridn y en su lugar se forman bolsas de aire que provocaron que las

semillas flotaran.

5.5 Tratamientos pregerminativos

Con las semillas del cono recolectadas se realizé un tratamiento de postmaduracion de
embriones en dos modalidades. En la primera, 120 semillas permanecieron en el cono
por 30 dias y se almacenaron dentro de una caja de cartén a temperatura ambiente,
posteriormente se elimind la sarcotesta y se sometieron a un proceso de estratificacion
en arena humeda entre 10 y 15 °C segun lo recomendado en el manual para el cultivo y
propagacion de cycadas (Pérez y Vovides, 1994). El segundo grupo de semillas (115)
se sometié directamente (fuera de los conos) a la estratificacion con arena humeda en

las mismas condiciones para la maduracion total del embrion (Pérez y Vovides, 1994).
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5.6 Escarificacion, siembra y porcentaje de
germinacion

Las semillas, recolectadas directamente del suelo que mostraron ser viables segun la
prueba de flotacion, fueron sometidas a escarificacion mecanica, lijandolas levemente
en la region del micropilo. Posteriormente fueron sembradas en macetas con capacidad
para un kilogramo y se colocaron 4 semillas por maceta en una posicién horizontal y
sobre el sustrato. Finalmente las macetas con las semillas fueron introducidas a un

invernadero rustico (fig. 2).

Fig. 2. Posiciéon horizontal de las semillas y condiciones del invernadero rustico para la siembra

de Dioon edule var. angustifolium.
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El sustrato empleado consistié en suelo de las localidades de recolecta mezclado
con arena, grava, tierra negra y tierra de hoja en proporcion 1:1:1:1:1. El porcentaje de
germinacién se calculé dividiendo la cantidad de semillas germinadas, entre las
sembradas, multiplicado este cociente por 100. Ademas se evaludé la tasa de
germinacion, cada tercer dia se registro el numero de semillas germinadas, se
consideré como semilla germinada, aquella donde la radicula emergié de la testa; con

estos datos se construyé la grafica de germinacién acumulada.

5.7 Morfologia de plantulas

Con la finalidad de describir la morfologia de las plantulas en cada estadio de
desarrollo, se hicieron observaciones cada semana durante aproximadamente un afio,
para verificar el grado de crecimiento y diferenciacién de las plantulas; se midieron y
registraron los cambios en tamafo, diametro, color y textura del hipocdtilo, radicula,
peciolo y ldmina del nomdfilo (fig. 3). Al mismo tiempo se tomaron fotografias de cada

estadio de desarrollo.
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Fig. 3. Estructuras de la plantula de Dioon edule var. angustifolium que fueron medidas para
determinar el grado de crecimiento y diferenciacion.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Recolecta

En las localidades de recolecta, las poblaciones presentaron individuos de ambos
sexos, principalmente ejemplares masculinos que en proporcion correspondieron 7:1
con respecto a las plantas femeninas. En ambas localidades las poblaciones se
encontraban en lugares con pendiente pronunciada, aproximadamente 60°, con suelo
pedregoso originado de roca caliza (Redzinas) sobre sitios donde se acumulaba materia

organica (fig. 4).

Fig. 4. Distribucion agregada de Dioon edule var. angustifolium en pendientes pronunciadas en
suelo pedregoso.
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Se observd que las plantas masculinas se distribuian en la parte mas baja de la
pendiente y presentaron sus conos en un estado de degradacion avanzado; mientras
que, en la parte alta de la pendiente se encontraban pocas plantas femeninas con sus
conos en estadio temprano de desarrollo, pero en general la poblacién presentaba una
distribucion agregada. Esta distribucion tan peculiar se puede explicar con base en las
observaciones de Vovides (1990), autores que relacionaron la dispersién y distribucion
de Dioon edule con el comportamiento de Peromyscus mexicanus (fig. 5). Organismo
que se alimenta de las semillas y que en algunos casos las pude almacenar
enterrandolas en sitios seguros, por lo tanto, las que logran germinar y establecerse se
distribuyen en forma agregada.

Por otro lado, es dificil que otros dispersores actuen sobre la poblacién de Dioon
edule, ya que las semillas presentan altos niveles de componentes téxicos como son
cicacinas, macrozaminas, neocacinas y el aminoacido neurotéxico B-N-metilamino-L-
alanina (BMMA) (Schneider et al. 2002). Esta distribucién agregada de la poblacion se
puede explicar en funcidn de los factores topograficos como la pendiente pronunciada,
esta provoca que en algunos sitios se acumule materia organica, en ellos se depositan
las semillas que germinan y se establecen las plantulas tal y como lo documentaron
Negron-Ortiz y Breckon (1989); Negron-Ortiz et al. (1996) y Pérez-Farrera et al. (2000),
para varias especies de Zamia, Zamia-Dioon y Ceratozamia respectivamente. Otro
factor que puede influir para esta distribucion es el efecto de los incendios forestales,
mecanismos que han sido registrados para Zamia pumila (Negrén-Ortiz y Gorchov,

2000).
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Se observaron semillas germinadas y plantulas en diversas etapas de desarrollo,
siempre en lugares protegidos. En los sitios abiertos se pudieron reconocer una gran
cantidad de semillas dafadas por la accion de hongos y algunos depredadores, a este
respecto Dehgan (1983), establecié que las semillas tienen una corteza primaria
medulosa y rica en fécula, que las hace vulnerables al moho. Por lo que se refiere a la
mortalidad de las plantulas, ésta se relaciona con la depredacion por roedores y la
herbivoria foliar por la larva de la mariposa Eumaeus debora. Entre los factores
abioticos, la deshidratacion durante el periodo de sequia juega un papel importante y es
muy probable que sea la principal causa de mortalidad de plantulas (Vovides, 1990).

Durante la recolecta de semillas y conos, fue importante considerar algunos
aspectos sobre la produccion y maduracion de las semillas de cicadas, recomendadas
por expertos.

Pérez y Vovides (1994), documentaron que el periodo de maduraciéon de los
conos femeninos varia segun la especie. En el caso de Zamia y Ceratozamia la
duracion es aproximadamente de un afo, pero en algunas especies de Dioon puede
durar hasta dos anos o mas. De este modo, la recolecta se efectué considerando sélo
conos que presentaban las escamas abiertas y se descartaron aquellos de tamafio
pequeno, que por lo general estan inmaduros. En este mismo orden de ideas, Vovides
(1990) indicé que una sefal de maduracién de conos y semillas, se relaciona con la
presencia de escamas abiertas que a la vez indican que la sarcotesta se ha
desarrollado completamente, presentando un color rojo caracteristico de algunas
especies de Zamia, blanco amarillento en Ceratozamia o amarillo en Dioon (Pérez y

Vovides, 1994).
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Con base en lo anterior, y al observar en campo los conos con escamas
cerradas, se infirid que los embriones estaban inmaduros y las semillas en un estadio
de desarrollo intermedio, ante esta situacién Pérez y Vovides, (1994) propusieron los
conos Y las semillas deben someterse a un proceso de maduracidén que consiste en la
estratificacion en frio, ya que se tienen evidencias de que un almacenamiento en
ambientes calidos, puede ocasionar un desarrollo mas rapido del embrion, pero la
viabilidad disminuye considerablemente. En contraste, un almacenamiento en frio como
el realizado en este trabajo, provoca que el embrion se desarrolle lentamente, con
menor pérdida de viabilidad.

Por otro lado, la sarcotesta fue desprendida con el objeto de eliminar sustancias
inhibidoras de la germinacion, entre ellas, el acido abscisico (ABA) u otras sustancias
con propiedades similares responsables de este letargo quimico. Estas sustancias
quimicas se originan a partir de los carotenoides, violaxantina por via de produccion de
xantoxina en varias partes de las semillas maduras (Pérez y Vovides, 1994). Los
carotenoides son del tipo o-caroteno y se almacenan conjuntamente con la
cryptoxantina y la zeaxantina en los cromoplastos y son los responsable en Cycas
resoluta del color anaranjado de sus semillas (Dehgan y Schutzman, 1989). Las
semillas germinan solo cuando la sarcotesta es removida o naturalmente eliminada.
Ademas, la sarcotesta presenta una serie de sustancias toxicas, entre ellas, varios
glicésidos comunmente referidos como cicasinas, neocasinas y macrozaminas (Whiting,
1963), estas no tienen efecto alguno sobre la germinacion, pero si en su dispersion. A
este respecto, Gonzalez (1990) y Vovides (1990) senalaron que el unico dispersor es

Peromyscus mexicanus, el cual ha desarrollado la habilidad para consumir la semilla
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mediante un mecanismo de destoxificacion que implica el consumo simultaneo de otro

tipo de semillas.

Fig. 5. Peromyscus mexicanus roedor que se alimenta y dispersa las semillas de Dioon edule var.
angustifolium.

6.2 Morfologia de conos y semillas.

El cono masculino o microestrobilo tiene forma cénica a casi cilindrica, de 20 a 35 cm
de largo y 6.0 a 8.5 cm de diametro, presenta un color verde-palido a crema o pardo
claro al madurar, sus microesporofilas son cuneiformes de 2.0 a 3.3 cm de largo y de
1.0 a 1.3 cm de ancho, apice triangular ascendente; lo cual concuerda con lo indicado
en descripcion de la especie (fig. 6).

La mayoria de los conos masculinos que se encontraron en el campo
presentaban una fase muy avanzada de descomposicion, donde las escamas se han

abierto y caido por lo que han liberado el polen varios meses atras.
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Fig. 6. Corte transversal del microestrobilo o cono masculino de Dioon edule var. angustifolium.

El megaestrobilo tiene forma ovoide con 25 a 30 cm de largo y 15 a 20 cm de
diametro, los juveniles son erectos y se inclinan ligeramente al madurar, pedunculo
cilindrico, de 8 a 12 cm de largo, 1.5 a 2.5 cm de ancho, apice ascendente. Se
registraron 160 escamas, lanosas, peltadas, triangulares de 5.0 a 8.5 cm de largo y de
3.0 a 4.5 cm de ancho con apice ascendente. En su parte interna llevan dos semillas,

excepto las basales, sujetas mediante un funiculo largo de cerca de 3 cm (fig. 7).

Fig. 7. Cono femenino de Dioon edule var. angustifolium. a) Megaestrébilo; b) megaesoporofila
(escama) con semillas, la flecha sefala al funiculo.
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Segun Vovides (1990), las escamas del cono desarrollan dos semillas ovoides a
casi esféricas. En el cono examinado en este trabajo, las semillas estan dispuestas en
funcién de su forma y tamano, las ovoides, de tamafno mayor se encuentran en la
porcién basal a media del cono, mientras que, las esféricas y pequenas se disponen

hacia la parte apical (cuadro 2).

Semillas esféricas Semillas ovoides
Total
Apice Parte media Base
Numero
de 60 84 96 240
Semillas

Cuadro 2. Numero de semillas de Dioon edule var. angustifolium en funcién de su forma y
ubicacion dentro del cono.

Las semillas miden de 2.0 a 2.5 cm de largo y 1.7 a 1.9 cm de diametro, su peso
promedio es de 3.026 g sin sarcotesta (fig. 8). La sarcotesta es una capa carnosa de
color blanco amarillento con un espesor de 2-3 mm que se origina de la epidermis
externa del tegumento del évulo. Ademas presentan una capa interna lignificada, lisa de
color crema-biege llamada esclerotesta, misma que se origina de la parte intermedia del
tegumento del ovulo cuyas células se lignifican. Esta cubierta seminal es muy dura,
impermeable y resistente, por lo cual actia como una barrera fisica que impide la
geminacion, es por ello que se debe producir un adelgazamiento o dafio mecanico para
que el agua pueda penetrar y promover la germinacion de la semilla. Por esta razon,
una de las recomendaciones para la propagacion de la especie, es escarificarlas antes

de su siembra (Pérez y Vovides 1994).
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Fig. 8. Secuencia de maduracién de las semillas de Dioon edule var. angustifolium. En el extremo
izquierdo se aprecia la semilla con sarcotesta, el embrion maduro se muestra con una flecha en el
extremo derecho.

6.3 Obtencion de Ilas semillas y maduraciéon de

embriones

Del cono recolectado en campo se obtuvieron 240 semillas y del suelo del area de
estudio se recogieron otras 122. Para obtener las semillas del cono se separaron las
escamas Yy se verific6 en campo el grado de madurez de los embriones, para esto, dos
de ellas provenientes de las escamas de la parte media, se cortaron longitudinalmente y
se observé el embrion el cual no se encontraba completamente desarrollado,
posteriormente se analizaron otras tres semillas una de la parte apical, una de la parte
media y otra de la parte basal del cono y al encontrar el embrién inmaduro se aplico el
procedimiento de maduracion propuesto por Pérez y Vovides (1994). La estratificacion
duro6 tres meses, y al final de este periodo se analizaron las semillas y se observo que el
embridn crecio, pero a ' de largo del gametofito, es decir, no maduraron
completamente. Por estas razones, las pruebas de viabilidad y germinacion se

realizaron con las semillas recolectadas en campo, las cuales al analizarlas
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presentaron el embridén con un tamarfo de % de largo del gametofito, es decir, estaban

maduras.

6.4 Pruebas de viabilidad

Para esta prueba se utiliz6 el método de flotacién en agua que no es destructivo en
comparacion con la prueba del cloruro de tetrazolio debido a que el numero de semillas
disponibles para estimar la viabilidad fue bajo. El porcentaje obtenido fue de 90%
calculado a partir de 120 semillas analizadas, de las cuales flotaron 12.

El fundamento de la prueba de flotacion consisti6 en que las semillas con
embriones inmaduros flotaron en el agua, lo mismo que aquellas cuyos gametofitos se
ha deshidratado puesto que en este caso se separa de la esclerotesta y forma una
bolsa de aire. Broome (1988) considerd que la prueba de flotacion es efectiva, pero en
muchas ocasiones las semillas descartadas todavia pueden germinar, pues en ciertos
casos soOlo flotan debido a una ligera deshidratacién y con el simple hecho de
remojarlas durante uno a dos dias, se puede restablecer el agua perdida y entonces
estas semillas germinaran.

Otra evidencia que puede indicar la inviabilidad de las semillas es el
“cascabeleo”, efecto propiciado por el desecamiento del interior de la semilla que
provoca disminucion de su volumen, se formen bolsas de aire y las semillas suenan
cuando se agitan, este es otro método no destructivo que puede ser empleado en

campo para determinar si las semillas son viables o no.
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6.5 Germinacion

Se ha documentado por Dehgan (1983), que las semillas maduras de Dioon edule,
germinan de 3 a 4 semanas después de haberse sembrado; en este trabajo se obtuvo
una germinacion a los nueve dias de siembra.

En la figura 9 se muestra el tiempo en dias que tardaron las semillas en
germinar. De acuerdo con la gréafica, las semillas de Dioon edule var. angustifolium
presentaron un porcentaje de germinacion del 84% es decir, germinaron 91 de 108
semillas sembradas. Este dato al compararse con los citados en la literatura, se puede
considerar alto, por ejemplo, Iglesias y Alba (2004), obtuvieron un porcentaje de 75%;
por otra parte, Pavon (1999), registré un 76% y Vovides (1990) mediante métodos
pregerminativos tales como la escarificacion con acido sulfurico y la aplicacion de acido
giberélico logré un porcentaje del 98%. La germinacién inicié al noveno dia después de
la siembra y alcanz6 su maximo después de 36 dias, este porcentaje es alto, pues
Dehgan (1983), Pavon (1999), Sanchez (2003) e Iglesias y Alba (2004), mencionaron
que la germinacién de las semillas es dificil; en algunos de estos trabajos se indica que
las semillas tardan hasta un afo en germinar.

Por otro lado, Lopez y Trevino (2008) obtuvieron para Dioon edule var.
angustifolium un porcentaje de germinacion del 90 % después de 76 dias de la siembra
bajo condiciones controladas de luz, sustrato, humedad y posicion de la semilla, estos

resultados al compararse con los obtenidos en esta investigacion indican que la
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Fig. 9. Grafica de germinacién acumulada de Dioon edule var. angustifolium.

escarificacion efectuada permiti6 aumentar el porcentaje de germinacion y acelerar el
proceso en comparacion con otros trabajos realizados con la misma especie (Pavon,
1999; Iglesias y Alba, 2004; Lopez y Trevifio, 2008). Al respecto, Broome (1988), sugirio
que las semillas no requieren escarificacion debido a que son capaces de absorber
humedad por si mismas y cuando tienen el embrién con un tamafio de % del total de la
semilla realmente germinaran una vez que haya la suficiente humedad y la temperatura
en el area de crecimiento sea lo suficientemente alta. Sin embargo, en este trabajo se
consideré adecuado aplicar una escarificacion leve a las semillas para acelerar la
germinacion, tal y como lo aconsejan Smith (1978); Dehgan y Johnson (1983); Dehgan
y Schutzman (1989); Dehgan y Almira (1993).

La germinacion de las semillas estudiadas, ocurri6 como en la mayoria de las
especies de cicadas, es decir, unicamente germinaron aquellas que presentan el
embrion completamente desarrollado, proceso que ocurre por lo comun 12 meses
después de la fecundacion y depende de la especie. En este contexto, Broome (1988)

sefalé que la germinacion exitosa de cicadas requiere del conocimiento de cuanto
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tiempo de maduracion necesita o ha tenido una semilla antes de sembrarse, debido a
que hay algunas especies que tienen un desarrollo del embrion muy erratico, por
ejemplo, se ha encontrado que ciertas especies de Encephalartos y Cycas empiezan a
germinar después de un tiempo corto a partir de su liberacion del cono y otras semillas
del mismo lote germinaran después de un afo o algunas veces requieren hasta dos
anos.

Otro aspecto que es importante comentar, implica que si una semilla es
sembrada antes de que el embridn madure, ésta puede absorber mucha agua,
expandirse y crecer como si fuera a germinar; sin embargo muere, debido a que el

embrién inmaduro es susceptible al ataque por hongos (Broome ,1988).

6.6 Morfologia de Ila plantula y desarrollo

postemergente

6.6.1 Emergencia de la radicula y elongacién de la coleorriza.

La emergencia de la radicula y la elongacion de la coleorriza fueron procesos
importantes que se definieron con base en la ruptura de la esclerotesta y la aparicion de
estas estructuras embrionarias, las cuales se manifestaron a los nueve dias posteriores
a la siembra (fig.10). La aparicion de la radicula a través de la esclerotesta ocurri6 en la
porcion micropilar de la semilla. Para el caso de Dioon merolae, este proceso tarda 24
dias y para Ceratozamia norstogii se necesitan 30 dias (Pérez y Vovides 1994). Lo
anterior refuerza la idea de que una escarificacién puede acelerar la germinacién en

contraposicion a lo recomendado por Broome (1988).
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Fig. 10. Semilla germinada de Dioon edule var. angustifolium, nueve dias después de la siembra.
Se observa la emergencia de la radicula en la region micropilar.

La elongacion del hipocétilo se muestra en la figura 11. Es importante senalar
que el hipocdtilo es de color verde y puede cumplir funciones fotosintéticas (Gifford y
Foster, 1988). Durante esta fase y aproximadamente 42 dias después de la siembra se
forma en el apice de la radicula, una capa mucilaginosa que contiene una gran cantidad

de cianobacterias misma que se manifiesta con una coloracion marron.
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Fig. 11. Semilla de Dioon edule var. angustifolium que muestra el hipocétilo elongado con una

capa mucilaginosa marron.

Esta es una de las caracteristicas distintivas de las raices en las cicadaceas,
mismas que en su coértex presentan una zona cilindrica bien definida habitada por
Anabaena cycadeae. La entrada de estas cianobacterias es a través de una fisura en la
epidermis de la raiz y como respuesta, las células corticales secretan una gran cantidad
de moco que aparentemente atrapa a las cianobacterias que se establecen en los
espacios intercelulares del cortex. Esta asociacion es muy importante para la plantula,
debido a que Anabaena fija nitrbgeno atmosférico para la sintesis de compuestos
nitrogenados (Nathanielsz y Staff, 1975).

Storey (1968) encontré que en las células de la raiz, particularmente en la zona

de las cianobacterias ocurre la reduccidon somatica de los cromosomas, esto trae como
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consecuencia la formacion de una capa de células pequefias y haploides en medio de
células diploides grandes. Las células haploides forman una capa delgada que

aparentemente proporcionan la via éptima para el establecimiento de cianobacterias.

6.6.2 Crecimiento de la raiz
Aproximadamente a los 84 dias después de la germinacion se desarrolla una raiz

napiforme (fig.12), misma que presenta un color blanco-amarillento con una gran

Fig. 12. Semillas de Dioon edule var. angustifolium con raices primarias a los 84 dias de la

siembra.

cantidad de estrias y carencia de pelos radicales, las funciones de éstos son llevados a

cabo por los filamentos de las cianobacterias (Gifford y Foster, 1988). La longitud de
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esta raiz varia de plantula a plantula y puede ser de entre 1 a 2.4 cm (fig. 13). Para el

caso de Dioon merolae, el desarrollo hasta esta etapa solo requiere 40 dias después

Fig. 13. Semillas de Dioon edule var. angustifolium con raiz napiforme y estrias.

de la siembra y presenta los mismos cambios morfolégicos que incluyen la elongacion
de la radicula y el engrosamiento del hipocétilo. Esto hace pensar que el desarrollo de
la raiz varia en funcion de la especie y puede deberse a las diferentes condiciones
ambientales bajo las cuales crecen las mismas. En forma particular, D. merolae habita
bosques tropicales subcaducifolios a una altitud de 900 a 1 100 m en climas calido
secos (De Luca et al. 1981). En el caso de Dioon edule var. angustifolium sus

poblaciones se encuentran en bosques de encino y ecotonos de bosque tropical
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caducifolio, bosque de encino y bosque espinoso a una altitud de 1 015 a 1 500 m en
lugares con pendiente pronunciada, suelo pedregoso, sobre sitios donde se acumula la

materia organica.

6.6.3 Desarrollo de raices secundarias y evidencia de la emergencia de la
plumula.

A los 124 dias después de la siembra, surgen las raices secundarias, su desarrollo se
origina en la region proxima a la capa de mucilago, precisamente en la porcidn de
engrosamiento de la raiz napiforme, que presenta en esta etapa un diametro de 7 mm.
El numero de raices secundarias varia de 4 a 6 y en este momento la raiz principal

presenta una longitud de 5.6 cm en promedio (fig. 14). Al mismo tiempo se empieza a

Fig. 14. Semilla Dioon edule var. angustifolium de 124 dias que muestra el inicio del crecimiento
de raices secundarias.
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manifestar la fisura de la coleorriza que representa el lugar por donde emergera la
plumula y se desarrollara la primera hoja funcional (profilo), esta fisura o grieta, debe
estar orientada hacia la superficie adaxial de la coleorriza para que el primordio de la
hoja emerja sin problemas (fig. 15a). Cabe sefalar que en algunas plantulas
observadas, la fisura se desarrolld en la superficie abaxial y la plumula no emergié sino
hasta que la fisura se reorientd a su posicion normal (fig. 15b). En el caso de D.
merolae, después de cuatro meses de siembra, el hipocétilo se engrosa y la raiz se
alarga hasta alcanzar una longitud de 25 cm y se inicia la formacion de raices laterales
(Pérez y Vovides 1994). En este sentido, esta fase coincide para Dioon edule y D.

merolae, sin embargo la longitud de la raiz en esta ultima es mayor.

Fig. 15. Radicula de Dioon edule var. angustifolium con fisura y yema pilosa. a) Se observa la
fisura por donde emergera la yema pilosa que dara origen a la hoja primaria, b) Reorientacién de

la fisura hacia la regién abaxial.
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A los 180 dias después de la siembra se ha desarrollado la plumula que en su
fase temprana manifiesta todas sus partes estrechamene enrrolladas en forma muy
parecida a la de un resorte. En esta fase la hoja joven presenta una vernacién circinada
similar a la hoja de los helechos (fig. 16). Esta misma fase en el caso de D. merolae
ocurre a los 150 dias y apartir de este momento el tiempo de desarrollo entre ambas

especies se vuelve muy diferente.

Fig. 16. Hoja de Dioon edule var. angustifolium con vernacién circinada, en etapa de desarrollo
temprano.

6.6.4 Elongacion del peciolo y desarrollo de la lamina

A los 210 dias posteriores a la siembra, la hoja todavia esta enrollada y el peciolo se ha
alargado y alcanza una longitud de 4 a 7 cm. En esta etapa se observa pubescencia de
pelos largos y delicados que pueden condensar el vapor de agua y hacerla disponible
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para la plantula. Posteriormente a los 252 dias, la lamina se desenrolla y comienza su
crecimiento, el cual puede considerarse que termina a los 259 dias, ya que en este
momento su textura cambia de papiracea a coriacea (fig. 17). Dioon merolae cumple
esta fase a los 180 dias posteriores a la siembra y se considera que la hoja ha
alcanzado su desarrollo normal, que se manifiesta al cambiar la lamina de pubescente y
flexible a glabra y coriacea. De la misma manera, en Ceratozamia norstogii, emerge la
primera hoja con cuatro o seis foliolos a los tres meses después de de siembra (Pérez-
Farrera, 1996). Después de 365 dias de siembra, el peciolo mostré un tamafio de 10.5
cm de largo y 0.1 cm de ancho. El largo del raquis fue de 5.8 cm. Los foliolos fueron 34

en promedio con un tamano que varia de (0.8)1.5 a 3.1 cm.

Fig. 17. Secuencia del desarrollo de la hoja de Dioon edule var. angustifolium. a) Muestra la
elongacién del peciolo y la vernacion circinada; b) Los foliolos se desarrollan y la lamina se
extiende, presentando textura suave y flexible; c) Los foliolos se endurecen y la lamina alcanza su

madurez.
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VII CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La escarificacibn mecanica en la regidn micropilar es un proceso que acelera la
germinaciéon de las semillas de Dioon edule var. angustifolium. La estratificacion como
procedimiento para madurar embriones no fue efectivo en el caso de la especie
estudiada, muy probablemente por la alta inmadurez de los embriones.

Durante el desarrollo del hipocatilo y la radicula se forma una capa de mucilago
que permite a las semillas mantenerse en estado semilatente, esto posibilita a las
semillas para resistir periodos de sequia y dispersarse a mayor distancia de la planta
progenitora.

Bajo las condiciones de cultivo, el desarrollo postemergente de las plantulas de
la especie estudiada puede considerarse lento. Por otro lado, Las temperaturas altas,
superiores a 35 °C limitan el desarrollo de la misma forma que el exceso de luz. La
emergencia de la plumula depende de la orientacién de la fisura en la coleorirza.

Es conveniente en la recolecta de conos y semillas, considerar la madurez de
los embriones, en este caso, si el tamano del embridon no alcanza los % partes de la
longitud de la semilla muy dificilmente podran madurar mediante una estratificacion.

Se recomienda no desprender los conos cuando los embriones no estan maduros, es
preferible recolectar semillas fuera de los conos que garantizan un alto porcentaje
viabilidad.

La germinacién no garantiza que todas las plantulas supervivan, pues durante su
lento desarrollo algunas moriran. Es importante mantener la humedad y temperatura
adecuada para un buen desarrollo de las plantulas, en este caso se recomiendan
temperaturas no mayores de 35 °C, colocar las plantas en lugares sombreados y en
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macetas grandes con capacidad de mas de un kilogramo, para que se facilite el

desarrollo de las raices y por lo tanto el buen crecimiento de las hojas.
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