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Resumen

Furcraea parmentieri (Roezl ex Ortgies) Garcia-Mend. Es una planta que se
caracteriza por su reproduccion, ya que presenta eventos de floracibn masivos y
sincronicos en sus poblaciones. En esta especie se reporta una baja produccion
de frutos, los cuales presentan aproximadamente el 24.96% de semillas no
viables. En este trabajo se exploran algunas de las causas que conllevan a la
formacion de semillas no viables en los frutos; dada esta ultima caracteristica se
aborda el estudio del desarrollo del 6vulo, el gametofito femenino y el proceso de
fecundacion, debido a que en diversos estudios de este tipo realizados en

miembros de la familia Agavaceae se mencionan fallas durante estos eventos.

Furcraea parmentieri presenta un ovario tricarpelar y trilocular, el 6évulo es
anatropo, bitégmico, crasinucelado, enddstomo, funiculado, con obturador y
placentacion axilar; el desarrollo de los 6vulos es asincrénico. La célula madre de
la megaspora por meiosis da lugar a una tétrada lineal, cuya megaspora calazal se
desarrolla en un saco embrionario de tipo Polygonum. Los nucleos polares se
fusionan antes de la fecundacién. Durante este proceso no se observaron
anormalidades en el desarrollo del gametofito femenino en ninguno de los évulos

estudiados.

El estigma es trilobulado y papilado; el estilo es hueco y se encuentra
recubierto en su interior por células secretoras. Los tubos polinicos crecen a traves

del estilo hueco y la placenta axial. La fecundacién es porégama.




En las semillas viables, el embrién se desarrolla en la region micropilar, el
endospermo es helobial; la cubierta seminal se desarrolla a partir del tegumento
externo y el tegmen del interno. En la semilla madura la cubierta seminal es

pigmentada.

La aborcion de las semillas ocurre posterior a la fecundacién y ésta es
notoria desde las primeras etapas de la formacion del fruto. Las semillas
abortadas pierden su contenido interno, mientras la testa continua creciendo hasta
alcanzar la talla de las semillas viables y no se pigmenta. Las semillas no viables
se pueden ubicar en la parte media del fruto y se presentan intercaladas con
semillas viables, a diferencia de las ubicadas en los extremos superior e inferior
del fruto, donde todas las semillas son inviables. No obstante, la cantidad de
semillas inviables (blancas) presentes en cada una de las regiones no es
significativa y pueden aparecer con una frecuencia similar en cada regién. El
porcentaje de germinacién en las semillas viables fue de 95%; la plantula presenta
un desarrollo de tipo cotiledon largo, el cual corresponde al descrito para el

subgénero Flexiles.




Introduccion

La familia Agavaceae fue propuesta por Dumortier en 1829, pertenece al orden
Asparagales de las monocotiledoneas. Se encuentra conformada por alrededor de
340 especies (Garcia-Mendoza, 2011). Su distribucion se restringe al continente
Americano, donde México es considerado su centro de origen y diversificacion
(Eguiarte et al., 2000), ya que alberga aproximadamente el 76% de las especies,

de las cuales el 70% son endémicas (Garcia-Mendoza, 2004).

Los miembros de esta familia presentan una amplia gama de adaptaciones
ecologicas, fisioldgicas, reproductivas y morfolégicas a los ambientes aridos y
semiaridos (Garcia-Mendoza, 2007). Uno de los aspectos mas importantes son las
adaptaciones gque presentan en su reproduccion, ya que cuentan con especies
policarpicas (iter6paras), que se pueden reproducir varias veces durante su vida y
especies monocarpicas (semélparas), que se caracterizan por presentar un Unico
evento reproductivo en su vida, el cual culmina con la muerte del individuo

(Egquiarte et al., 2000).

El género Furcraea es monocarpico y en él se encuentran algunas de las
especies mas interesantes debido a su estrategia reproductiva, caracterizada por
presentar eventos de reproducciOn masivos y sincronicos en sus poblaciones,
ademas de que las inflorescencias de estas especies son muy diferentes a las de
otros generos y producen una gran cantidad de flores (Garcia-Mendoza, 2001).

Tal es el caso de algunas poblaciones de Furcraea parmentieri (ubicadas en el




Volcan Xitle, Volcan el Pelado, Los Dinamos, El Ajusco en el Distrito Federal, Las
Lagunas de Zempoala en Morelos y El Chico en Hidalgo) que en el afio 2007
presentaron este caracteristico evento de floracion (Hernandez-Pedrero, 2009;

Albarran- Hernandez, 2011).

En F. parmentieri, a pesar de la gran cantidad de flores que se producen,
sblo se desarrolla una escasa cantidad de frutos, los cuales presentan un
porcentaje de semillas que son inviables, debido a que no se desarrolla el embrion
ni el endospermo, quizas por la ausencia de fecundacion (Albarran-Hernandez,
2011). Estos resultados proporcionaron la pauta para investigar el proceso de
desarrollo del gametofito femenino, la fecundacién y la germinacion en F.
parmentieri, ya que en diversos estudios realizados en la familia Agavaceae
mencionan anormalidades durante su desarrollo, asi como la presencia de
semillas no viables, lo cual podria estar relacionado con la produccién de este tipo
de semillas (Nevis, 1927; Cappetelleti, 1927; en Regen, 1941; Panchaksharappa,

et al., 1965).




Antecedentes

El género Furcraea

El género Furcraea es endémico de América, se encuentra conformado por 25
especies (Alvarez de Zayas, 1986; en Garcia-Mendoza, 2000) de las cuales,

nueve son especies endémicas de México (Rocha et al., 2006).

Este género se divide en dos subgéneros: Flexiles y Furcraea. El subgénero
Flexiles incluye cuatro especies que son endémicas de México y Guatemala; se
caracterizan por presentar semillas que producen plantulas de cotiledon largo,
hojas con margenes denticulados y apice no mucronado, son plantas
arborescentes y producen bulbilos foliosos, con hojillas coriaceas. El subgénero
Furcraea contiene 21 especies, que se distribuyen desde México hasta Bolivia; las
plantas son acaules, subacaules o arborescentes, sus hojas presentan margenes
dentados, enteros o dentado-enteros, el &pice es mucronado y cérneo, las
semillas producen plantulas de cotileddn corto y los bulbilos son bracteolados o

foliosos con hojillas suculentas (Garcia-Mendoza, 2001).

En el género, las inflorescencias son de tipo panicula, las flores son
bisexuales, epiginas, campanuladas, con seis tépalos, de colores blanco-verdosos
o blanco-amarillentos, con seis estambres, cuyos filamentos estan engrosados en

su region basal y un estilo grueso vy triquetro, ovario infero, trilocular y tricarpelar,




con dos series de 6vulos por loculo y con placentacion axilar (Garcia-Mendoza,

2000).

El patron de distribucién del género es neotropical, presente entre los
tropicos de cancer y de capricornio, su limite de distribucién continental abarca
desde el norte de México, en el estado de Nayarit, continuando hacia el sur por
Centroamérica y Sudamérica, hasta Bolivia y quizas Paraguay. En el Caribe se
encuentran en todas las islas, desde las Bahamas hasta Trinidad y Tobago, asi
como en las islas Galapagos del océano Pacifico; colonizando ambientes que van
desde las selvas bajas cauducifolias y selvas medianas subperennifolias, desde el
nivel del mar, hasta bosques mesofilos de montafia y de Pinus-Quercus, entre

3000 y 3400 metros de altitud (Garcia-Mendoza, 2000).

Biologia reproductiva del género

Las especies del género Furcraea son monocarpicas y de vida longeva; la
floracién ocurre después de varios afios, en los que la planta acumula sustancias
de reserva, debido al alto costo energético que ésta conlleva. Se estima que las
especies no arborescentes florecen entre los 8 y 15 afios de edad, mientras que
las especies arborescentes pueden hacerlo a los 50 afios y quizas hasta los 80 y
100 afos (Garcia-Mendoza, 2000). En F. parmentieri se realiz0 una estimacion
aproximada de las edades en que se reproducen algunos individuos. En plantas

juveniles la edad se estima entre los 49 y 56 afos, que presentan una altura de 50




cm a 1 m. En plantas adultas, con edades que van desde de 60 a 90 afios, con

una altura de la planta mayor de 6 m (Hernandez-Pedrero, 2009).

Una caracteristica interesante, es que algunas de las especies del género
Furcraea, presentan eventos de reproduccion masiva, seguido de varios afios en
los que no se presenta una inflorescencia (Garcia-Mendoza com pers. en
Herndndez-Pedrero, 2009). Se estima que la periodicidad probable de floracion
ocurre cada 10 afios para F. parmentieri (Hernandez-Pedrero, 2009; Albarran-
Herndndez, 2011). Sin embargo, no se conocen los factores que disparan la
floracion, pero posiblemente se relacionan con la temperatura, fotoperiodo y lluvias

abundantes durante los afios anteriores a este evento (Garcia-Mendoza, 2000).

En el género se han determinado tres periodos de floracion: 1) en la época
de lluvia (abarca de junio-septiembre), 2) época de secas (febrero-abril) y 3) todo
el afo. Se observé que Furcraea acaulis, F. antillana, F. cabaya, F. cahum, F.
guatemalensis, F. geminispina, F. ixtli, F. parmentieri y F. pubescens florecen en la
época de lluvias, ésta comprende de tres a cinco meses; sin embargo, en F.
cubaya y F. parmentieri no se presenta un patrén claro, ya que puede iniciarse en
temporada de secas y proseguir durante la época de lluvias hasta septiembre y
octubre. Los frutos maduros se presentan hacia finales de afo y la dispersion de

semillas ocurre en los meses de poca precipitacion (Garcia-Mendoza, 2001).




Reproduccion

Durante la reproduccion sexual, los individuos de F. parmentieri desarrollan una
inflorescencia durante varios meses que alcanza grandes dimensiones (3 al2 m),
las cuales pueden ser densas o laxas. Las inflorescencias densas son muy
ramificadas y presentan un mayor niumero de flores, tal es el caso de Furcraea
longaeva que produce alrededor de 58,000 flores (Garcia-Mendoza, 2001) y F.
parmentieri con 17,500 flores (Albarran-Hernandez, 2011). Otras especies con
este tipo de inflorescencia son F. martinezii, F. guatemalensis y F. macdougalii. En
contraste, las inflorescencias laxas presentan un menor nimero de ramificaciones
y flores, como es el caso de F. quicheensis, con 3,000 flores (Garcia-Mendoza,

2001).

A pesar de la gran cantidad de flores que se producen por planta,
Gnicamente se desarrolla una baja cantidad de frutos (4-30) y semillas, por lo que
muchas de las especies en este género se reproducen asexualmente. Junto a las
flores no polinizadas se desarrollan bulbilos, que contribuyen a la formacion clonal
de las poblaciones. De las 25 especies del género, 23 presentan bulbilos y 15 de
éstas se reproducen Unicamente por esta via; un claro ejemplo es la planta de F.
macdougallii que produjo cuatro frutos y mas de 15,000 bulbilos (Garcia-Mendoza,

2001).

Para Furcraea parmentieri, también se reporta una baja produccién de
frutos, hecho en el que los factores de polinizacion, especialmente la polinizacion

cruzada juega un papel importante, que se refleja en una mayor obtencion de




frutos. También con la polinizacion geitbnogamica se pueden producir frutos, pero
la posibilidad de que éstos concluyan su desarrollo es baja. Adicionalmente para
esta especie se reporta una abundante produccién de bulbilos (Albarran-

Hernandez, 2011).

Esto significa que los vectores de polinizacion son necesarios para la
produccion de frutos y semillas, sin embargo, en cuanto al género Furcraea se
conoce poco acerca de los polinizadores. Estudios realizados en Furcraea
parmentieri, indican que estas plantas no presentan un polinizador especifico y
son visitadas por una gran variedad de especies nocturnas, de palomillas y polillas
de las familias Noctuidae, Geometridae, Sphingidae y especies diurnas que
comprenden dos géneros de colibries, Hylocaris y Cynanthus, al igual que abejas,
avispas y moscas. La produccién de néctar es mayor por la mafiana (1.34 pul) y
presenta un 28% de concentracién de azUcares. No obstante, la frecuencia de
visitantes es baja y se refleja en un trasporte deficiente del polen (Albarran-

Hernandez, 2011).

Caracteres embrioldgicos en la familia Agavaceae y el género Furcraea

e Gineceo

Para la familia Agavaceae, Jorhi et al. (1992), proponen que el évulo es anatropo,
bitégmico y crasinucelado; la célula madre de la megaspora se divide, originando
una tétrada linear de megasporas, en la cual la megaspora calazal dara origen al

saco embrionario de tipo Polygonum. Los ndcleos de la célula central se fusionan




antes de la fecundacion. En cuanto a caracteristicas de la fecundacién, no hay

informacion de como se realiza la entrada del tubo polinico al 6vulo.

El desarrollo del endospermo para la familia es helobial, pero en el género

Furcraea el desarrollo del mismo puede ser nuclear (Dalhgren et al., 1985).
e Androceo

Para la familia Agavaceae se describe que la antera se encuentra compuesta por
la epidermis, el endotecio fibroso, una capa media y el tapete de tipo secretor
(Jorhi et al., 1992). La microporogénesis es sucesiva (Panchaksharappa et al.,
1965) y los granos de polen son monocolpados y la exina es tectada-perforada y

se dispersan en tétradas tetragonales (Alvarez y Kéhler, 1987).

En varios miembros de la familia Agavaceae, se ha reportado esterilidad en
los gametofitos femenino y masculino; provocando que esto sea una de las causas
de baja fertilidad que se refleja en una menor produccién de frutos y semillas. Tal
es el caso de Agave virginica (Regen, 1941) y A. chloracantha (Cappetelleti, 1927
en Regen, 1941) que produce algunos évulos estériles. En A. fourcroydes y A.
angustiflolia se presentan fallas durante el desarrollo del gametofito masculino y

femenino, principalmente en la meiosis (Piven et al., 2001).

Este mismo acontecimiento ocurre en algunas especies del género
Furcraea, como en F. andina donde se observaron varias flores que se
marchitaban prematuramente. El estudio del desarrollo del gametofito femenino
puso en evidencia la degeneracién del saco embrionario en varios 6vulos que

conllevaba a una baja produccién de semillas (Nevins, 1927). Similar es el caso de
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F. gigantea; ésta planta no produce semillas debido a que los 6vulos degeneran al
alcanzar la madurez, provocando que Unicamente se reproduzca asexualmente

por medio de la formacién de bulbilos (Panchaksharappa et al., 1966).

Panchaksharappa et al., (1965), mencionan que se presenta esterilidad del
polen en Furcraea gigantea, F. hexapetala, F. macrophyllay F. altissima, mientras
que Albarran-Hernandez (2011), describe que los granos de polen analizados en

F. parmentieri son viables.

Caracteristicas de las semillas

Los pocos frutos que se desarrollan durante la reproduccién en diversas especies
del género Furcraea, contienen una gran cantidad de semillas. Algunos conteos
promedio indican que Furcraea cahum presenta 268 semillas por fruto, F.
martinezii, 280 (Garcia-Mendoza, 2001), F. parmentieri, 207 y el nimero de 6vulos
se corresponde con el niumero de semillas encontradas en el fruto (Albarran-

Hernandez, 2011).

Las semillas del género son planas, asimétricas, de formas plano-convexas
y se encuentran rodeadas por una pequefia ala de color negro brillante. Tienen
fitomelano en la testa, la cual se encuentra compuesta de 3-20 estratos de células;
este tipo de semillas pigmentadas son viables, a diferencia de las semillas que no
se pigmentan y presentan una coloracion blanquecina (Garcia-Mendoza, 2001).
Furcraea parmentieri presenta un cierto porcentaje de semillas no viables en sus

frutos, las cuales carecen de embrion, endospermo y pigmento; pero los efectos

11
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de la polinizacion (geitonogamia, polinizacion cruzada y control abierto) no afectan
la proporcion de semillas viables en el fruto, ni al peso de las mismas (Albarran-

Hernandez, 2011).

El embrion tiene una orientacion paralela, las sustancias de reserva estan

constituidas por carbohidratos proteinas y lipidos (De la Rosa, 2010).

Germinacion y plantulas

En el género Furcraea la germinacidn es epigea; ésta presenta un buen
porcentaje de viabilidad en sus semillas, lo cual se correlaciona con la edad de las
mismas y el efecto de la temperatura en la germinacion, como es el caso de
Furcraea pubescens que alcanzé un 100% de germinacion, F. cahum, 95%, F.
longaeva, 95% (Garcia-Mendoza, 2001) hasta un 100% (De la Rosa, 2010), F.
parmentieri, 98%. Albarrdn-Hernandez (2011) menciona que las semillas
presentan el mismo porcentaje de germinacion, sin importar el tratamiento de

polinizacion del que provienen.

En el género Furcraea hay dos tipos de plantulas, las de cotiledon corto,
presentes en Furcraea cahum, F. guatemalensis, F. macdougallii y F. pubescens,
las cuales durante la germinacion, se determinan porque la radicula no surge por
la regidbn micropilar, la raiz crece profusamente, las hojas emergen y se
desarrollan rapidamente, son de tipo laminar y la cubierta seminal no se eleva del
sustrato. El otro tipo de plantulas son las de cotiledon largo y corresponden a

Furcraea martinezii, F. parmentieri, F. quicheensis y F. longeva, estas ultimas se

12
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caracterizan porque la radicula emerge de la regiébn micropilar, la raiz no se
desarrolla profusamente, las hojas nacen tardiamente con respecto a las plantas
de cotiledon corto, son lineares y tienen forma de “v”, en seccion transversal. La

cubierta seminal es llevada por el crecimiento del cotiledén (Garcia-Mendoza,

2001).

Importancia de la familia Agavaceae y el género Furcraea

Dentro de la familia Agavaceae, 39 especies se encuentran enlistadas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2010, entre ellas se encuentran dos
especies del género Furcraea. Una de ellas es Furcraea macdougallii bajo la
categoria de especie endémica y probablemente extinta en el medio silvestre; la
otra es Furcraea parmentieri, en la categoria de especie endémica y amenazada

(SEMARNAT, 2010).

En general, muchas especies de la familia Agavaceae presentan un gran
potencial econdmico, ya que se obtienen varios recursos, como la extraccién de
fibras (Rocha et al., 2006), esteroides, la fabricacién de bebidas alcohdlicas y su

uso como plantas ornamentales.

Especificamente las plantas del género Furcraea fueron muy valoradas por
los horticultores durante los siglos XVIII, XIX y principios del siglo XX siendo

introducidas a los mercados de Europa (Garcia-Mendoza, 2003).

13
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Objetivo general

Indagar las causas que permitan explicar la presencia de semillas no viables en
los frutos de Furcraea parmentieri, mediante el estudio del desarrollo del 6vulo (la
megasporogeénesis y la megagametogénesis), la fecundacion y la formacion de la

semilla.

Objetivos particulares

Gineceo

e Describir el desarrollo del 6vulo.

e Describir la megasporogénesis y la megagametogénesis.

e Describir la morfologia del estilo y el estigma.

e Describir la germinacion del grano de polen y el recorrido del tubo polinico
hasta el évulo.

e Determinar el tipo de desarrollo del endospermo y su presencia en semillas

viables y no viables.
Semillas

e Cuantificar la cantidad de semillas viables y no viables en el fruto préximo a

la dehiscencia.
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Averiguar si existe una relacion posicional entre las semillas viables

(negras) y no viables (blancas), dentro del fruto.

Describir la estructura morfolégica de las semillas no viables (blancas) y
viables (negras), durante el desarrollo del fruto.

Determinar la tasa de germinacion de las semillas.

Describir el desarrollo de la plantula durante primeros dos meses de vida.
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Materiales y métodos

Zona de colecta

Durante el 2011 se colectaron diferentes etapas de botones florales, flores y frutos
de F. parmentieri, en los alrededores del Volcan Xitle, al sur del Distrito Federal,

en la delegacion Tlalpan, N 19.265552°, W 99.20667°, Altitud 2651m (Fig. 1).

Esta zona presenta suelos de origen volcanico, con un pH acido. La zona
presenta un clima C (w)(w)(b"), subhimedo, con precipitacibn en verano. La
temperatura media anual es de 14.7°C, con una minima de 11.9°C en el mes de
enero y una maxima de 16.9°C en mayo. La precipitacion anual es de 910mm de
la cual el 92.2% cae en la temporada de lluvias. La vegetacion de la zona
corresponde a bosque de pino-encino, las especies dominantes son Pinus
pseudostrobus, Quercus laurina, Q. rugosa, Arbutus xalapensis y en el estrato
herbaceo domina la graminea Muhlenbergia macroura (Hiroishi, 1974; Benitez-

Badillo, 1986; Castillo-Aguero et al., 2007).
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Figura 1. Furcraea parmentieri. A) inflorescencia con gran cantidad de flores. B) inflorescencia
con frutos y bulbilos. C) Mapa de ubicacion del Volcan Xitle (Google, 2012); el asterisco indica el
sitio de la colecta.
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Procesamiento del material vegetal

Los botones florales, flores en antesis, posantesis y los frutos, fueron fijados en
FAA (formol, &cido acético, etanol al 96% y agua, 1:5:0.5:3.5) durante un minimo
de 24h; para eliminar el exceso de fijador, las muestras se lavaron con agua y se

llevaron hasta alcohol al 70%.

— Inclusién en paraplast

En el laboratorio el material fue deshidratado una serie gradual de etanoles (70%,
85%, 96%, 100%), durante una hora en cada uno y posteriormente se pasaron a
soluciones de etanol 100%-xilol (1:1) por una hora, xilol puro por 20 min, xilol-
paraplast (1:1) por 12 h y finalmente paraplast puro durante 24 h a 60°C. Las
muestras se colocaron en un molde para su solidificacién. Los cortes se hicieron a

9 um de grosor con el microtomo de rotacién (American optical 820).

- Tincién

Los cortes se desparafinaron en la estufa a 60°C alrededor de una hora y se
llevaron a tres cambios de xilol; uno de etanol 100% y otro de etanol al 96%,
durante tres minutos en cada uno. Los cortes se tifieron, con safranina-

metilcelosolve-verde rapido-metilcelosolve (Lépez et al., 2005).

18

——
| —



- Tincion para la deteccion de calosa

Los cortes se desparafinaron en la estufa a 60°C alrededor de 1 hora,
posteriormente se llevaron a tres cambios de xilol, y una serie gradual de etanoles,
100%, 96%, 85%, 70%, 50%, 30% y agua, durante 3 min en cada uno. En
obscuridad, a los cortes se les coloca una gota de azul de anilina, y se observan

bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus-Provis AX750).

- Inclusién en LR-White

El material se deshidraté en una serie gradual de etanoles (70%, 96% y 100%),
durante una hora en cada uno y serie gradual de LR-White-etanol 100% 1:2, 1:1,
2:1, en una hora en cada uno, finalizando con dos cambios de LR-White puro,
durante una hora, por cada cambio. Las muestras se colocaron en capsulas de
gelatina para polimerizar el LR-White en la estufa a 60°C, durante 12 h. Los cortes
de 1-1.5 ym de grosor se realizaron en el ultramicrotomo JMC-MT 990, utilizando

cuchillas de vidrio y se tifieron con azul de toluidina al 0.5%.

— Microscopia electronica de barrido

En el microscopio electronico de barrido se observo el desarrollo de los 6vulos, la
estructura del estigma, el estilo, los granos de polen, asi como semillas negras y
blancas. Para ello el material se deshidratd en una serie gradual de etanoles
(70%, 85%, 96%, 100%), durante una hora en cada uno. Las muestras se llevaron
a punto critico con CO,y se montaron en porta muestras se cubrieron con una fina

capa de oro. Del material observado se tomaron electronmicrografias.
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Cuantificacion de semillas por fruto y germinacion

En un total de 14 frutos se determind el porcentaje de semillas no viables
(blancas) y viables (negras), asi como su ubicacion en el fruto proximo a la

dehiscencia.

Para determinar la distribucion de las semillas blancas en el fruto, éste se
secciond en tres regiones (tomando como limite regional la ausencia de semillas
blancas), A) apical (semillas blancas que se ubican hacia la regién estilar del fruto)
B) central (semillas en la regién central del fruto) y C) basal (semillas ubicadas
hacia la region pedicelar del fruto) Se cuantifico el tipo de semillas presentes en

cada region (Fig.2).

Figura 2. Delimitacion de las regiones donde se distribuyen las semillas en el fruto.
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- Andlisis estadisticos

Los resultados se presentan como el promedio * el error estandar de la media. Se
realizé la prueba estadistica de ANOVA, para determinar si la cantidad de semillas
no viables, presentes en cada una de las regiones del fruto era similar, o si éstas

se presentan con mayor frecuencia en alguna de las tres regiones.

- Germinaciéon de semillas

Se germinaron en cajas petri con papel humedecido, un total de 140 semillas de
cada tipo (blancas y negras). Se colocaron 20 semillas de cada tipo por caja. Las
semillas se mantuvieron en condiciones de laboratorio +23°C. Se cuantifico el

porcentaje de germinacion.

Las semillas germinadas se dejaron crecer y describieron las caracteristicas de

las plantulas, desde los primeros dias, hasta alcanzar dos meses de vida.
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Resultados

Morfologia floral

Las flores de Furcraea parmentieri son bisexuales; los verticilos que conforman a
la flor constan de seis tépalos; el androceo esta compuesto por seis estambres
con el filamento engrosado en su base; el gineceo es sincarpico, tricarpelar y
trilocular, ovario infero, con dos hileras de 6vulos por I6culo. Un estilo que se
encuentra ensanchado en su base conformado por tres costillas y un estigma que

se encuentra ligeramente trilobulado (Garcia-Mendoza, 2000) (Figs.3B, C, D).

Para este estudio se establecieron catorce etapas florales, que van desde el
botdn, hasta la flor en antesis, las cuales se determinaron, tomando como criterio
la longitud del boton floral y el didmetro del ovario. Las etapas florales se

correlacionan con el grado del desarrollo del gametofito femenino (Tabla 1).

La primera etapa del boton floral presenta en promedio, una longitud de
3-9 mm de didametro en el ovario; los botones florales continlan en constante
crecimiento y diferenciacion de sus verticilos. La flor madura (antesis) en promedio
presenta 32 mm de longitud y 5 mm de diametro en el ovario. Aproximadamente a
partir de la etapa nueve en adelante, la longitud de la flor y el diametro del ovario

no varian mucho, sin embargo, los ovulos contindan diferenciandose (Fig. 3E).

Al comienzo de la formacion del fruto, el ovario de la flor se ensancha hasta

que alcanza la morfologia de un fruto maduro, el cual crece constantemente en
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tamafio, hasta alcanzar un promedio de 42 mm de longitud y 30 mm de diametro

(Fig. 3F).

Tabla 1. Etapas florales en relacion con el desarrollo del ovario y gametofito femenino.

1 9 3 Primordio del 6vulo

2 11 3

3 11 3.5 Célula madre de la megaspora
4 15 4

5 19 4 Diada de megasporas

6 22 4 Tétrada de megasporas

7 24 4

8 27 4.5 Megaspora funcional

9 30 5 Saco embrionario, nacleos polares
10 31 5

11 31 5

12 32 5

13 32 5 Saco embrionario maduro, nudcleos polares
14 32 5 fusionados




Figura 3. Flores y frutos de Furcraea parmentieri. A), B) Flores en antesis exponiendo sus
verticilos. C) Ovario disecado longitudinalmente, se observan dos hileras de évulos por I6culo. D)
Parte de una inflorescencia fresca mostrando los botones florales en diferente grado de
desarrollo.E) Etapas florales establecidas que van desde el botén floral hasta la flor en antesis. F)
Etapas florales en post-antesis, hasta la formacion del fruto. A. Antera; E. Estigma; Es. Estilo; Fi.
Filamento; L. Loculo; O. Ovulos; Ov. Ovario; T. Tépalo.
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Desarrollo del 6vulo, megasporogénesis y megagametogénesis

En el interior de cada uno de los carpelos, los primordios del 6vulo comienzan a
diferenciarse como una pequefia protuberancia de células, que surgen de la
placenta axial del ovario, posteriormente estas células continian multiplicAndose,
presentando divisiones mitéticas, conformando el tejido nucelar, limitado por una

capa de células protodérmicas (Fig. 4A, B).

En el interior de la nucela, la célula arquesporial se divide mitéticamente,
forma a la célula madre de la megaspora y a la célula parietal, por lo cual el 6vulo
es crasinucelado (Fig. 4C, D); en esta etapa se puede observar al funiculo y
tegumentos en desarrollo. El primordio del tegumento interno crece mas rapido
que el del tegumento externo, el cual apenas comienza a diferenciarse; ambos

tegumentos presentan un origen epidérmico y el funiculo es corto (Fig. 4E, F).

La célula madre de la megaspora aumenta de tamafio y presenta un ndcleo
evidente, se divide meidticamente generando dos células hijas (diadas), para esta
etapa, el évulo tiene una mayor curvatura y la capa parietal presenta mas estratos

(Fig. 5A, B).

Posteriormente las células de las diadas presentan la segunda division
meidtica, dando lugar a una tétrada linear de megasporas (Fig. 5C). Cada
megaspora se encuentra rodeada por una pared de calosa (Fig. 5D). En esta
etapa floral los tegumentos contindan desarrollandose, donde el tegumento

extremo se hace mas evidente y funiculo comienza a curvarse (Fig. 5E).
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La megaspora calazal es la funcional y dara origen al saco embrionario de
tipo monosporico; las otras tres megasporas ubicadas hacia la region micropilar
degeneran (Fig. 5F). La megaspora funcional presenta tres divisiones mitéticas
consecutivas y da lugar a un saco embrionario de tipo Polygonum. Para estas
etapas, el 6vulo ya presenta las caracteristicas de un évulo anéatropo, el cual
durante su desarrollo, comienza a orientarse de manera curva, hasta que el
micrépilo queda proximo al funiculo; la calaza se encuentra en el extremo opuesto

y el saco embrionario se encuentra en posicion recta.

El saco embrionario maduro presenta forma piriforme. En extremo calazal
que es estrecho se posicionan tres antipodas, éstas persisten hasta la
fecundacion (Fig. 6A, B, C, E). En la regién micropilar se posicionan dos
sinérgidas, estas se encuentran presentes hasta la antesis (Fig. 6A, B, D, E, F); en
las sinérgidas se observa el aparato filiforme (Fig. 7A). La ovocélula se encuentra
posicionada por arriba de las sinérgidas; las dos sinérgidas y la ovocélula
conforman el aparato del huevo (Fig. 6B, D, E, F). La célula central posee dos
nacleos polares (Fig. 6A, B), los cuales se fusionan antes de que ocurra la antesis

(Fig. 6A, 6E).

El desarrollo de los 6vulos, como el del gametofito, es asincronico,
desarrollandose mas lentamente los posicionados hacia los extremos superior e
inferior del ovario. El 6vulo maduro es anatropo, funiculado, crasinucelado,
bitégmico, endéstomo, de placentacion axial. El funiculo es recorrido por un haz

vascular que termina en la regién calazal (Fig. 7B, C, D). El 6vulo presenta un
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obturador originado del funiculo, cuya funcién es facilitar la entrada del tubo

polinico al 6vulo (Fig. 7B, E, F).

En los 6vulos que se estudiaron, pertenecientes a diversos ovarios, no se
encontrdé ninguna anomalia en ninguna de las etapas de la megasporogénesis y

megagametogénesis y tampoco se detectaron évulos abortivos.

Adicionalmente se siguié el desarrollo de los 6vulos que se encuentran
ubicados en los extremos del ovario, ya que cuando se desarrollan en semillas, la
mayor parte de estas no son viables (blancas). Se encontré que los 6Ovulos
ubicados en esta posicion se desarrollan adecuadamente, llegando hasta la
formacion del saco embrionario con ocho nucleos y siete células; sin embargo,
también se observé que estos Ovulos presentan un tamafio mucho menor y su
desarrollo presenta una asincronia ya que es mas lento, en comparacion a los

Ovulos ubicados en el centro del ovario (Fig. 2, posicion A, C).

En etapas de fruto muy joven (pasada la fecundacién), se pudo observar
que algunos de los évulos no presentan el ingreso del tubo polinico a través del
micropilo y tampoco presentan desarrollo del endospermo y embrién, lo que tal
vez origina a las semillas vanas en el interior del fruto, debido a la ausencia de la

fecundacion.
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Figura 4. Megasporogénesis (parte 1). A) Corte transversal del ovario, con tres carpelos, tres I6culos, y
seis primordios de évulos que comienzan a desarrollarse a partir de la placenta axial. B) Primordio de
Ovulo con nucela en desarrollo, rodeada por la protodermis. C) Célula madre de la megaspora. D)
Acercamiento a célula madre de la megaspora, la cual se posiciona por debajo de la epidermis y una
capa parietal. E)(Vista frontal),F) (vista superior)Ovulos mostrando el desarrollo del tegumento interno
gue envuelve a la nucela (MEB). C. Carpelo; Cmm. Célula madre de la megaspora; Cp. Capa parietal;
Ep. Epidermis; Fu. Funiculo; Nu. Nucela; P. Placenta; Sep. Septo; Te. Tegumento externo; Ti.
Tegumento interno.
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Figura 5. Megasporogénesis (parte 2). A) Diada de megasporas, el tegumento interno continta
creciendo y el 6vulo comienza a curvarse. B) Acercamiento a la diada de megasporas. C) Tétrada lineal
de megasporas. D) Tétrada lineal de megasporas rodeada por la pared de calosa (fluorescencia). E)
Ovulos en el que se muestra el desarrollo de ambos tegumentos (MEB). F) Degeneracion de las
megasporas ubicadas en la regién micropilar. Ca. Calosa, Ep. Epidermis; Fu. Funiculo; M. Megaspora;
Md. Megaspora degenerada; Mf. Megaspora funcional; Te. Tegumento externo; Ti. Tegumento interno.




Figura 6. Megagametogénesis. A) Saco embrionario exponiendo los dos nlcleos de la célula central. B)
Saco embrionario constituido por los nicleos de la célula central, una antipoda, el nucleo de la ovocélula
posicionada por arriba de las células de las sinérgidas. C) Tres antipodas posicionadas en la region calazal.
D) Aparato de huevo, se observan dos nucleos de las sinérgidas y la ovocélula. E) Saco embrionario
maduro, con los nucleos de la célula central se fusionan. F) Ovocélula y el micrépilo conformado por el
tegumento interno. An. Antipodas; Nfc. Nucleo célula central; Nov. Nucleo de la ovocélula; Nsc. Nicleos de

la célula central; Mi.Micropilo; Ov. Ovocélula; Si. Sinérgidas. Ti. Tegumento interno.




Figura 7. Ovulo maduro. A) Nucleos fusionados de la central y el aparato filiforme ubicado en la
sinergida B) Léculo con dos 6vulos anatropos. C) Ovulo maduro, mostrando el tegumento externo, interno
y el micropilo (MEB). D) Ovulos alineados sobre el tejido placentario (MEB). E) Obturador (MEB). F)
Células secretoras del obturador. Af. Aparato filiforme; Ca. Calaza; Cs .Células secretoras; Fu. Funiculo;
Mi. Micropilo; Nfc. Nucleos de la celula central fusionados; O.Ovulo; Ob. Obturador; P. Placenta Te.
Tegumento externo; Ti. Tegumento interno.




Morfologia del estilo y del estigma

Durante etapas jovenes del boton floral, el estilo de Furcraea parmentieri
comienza a alargarse. En esta misma etapa la regidon estigmatica apenas presenta
papilas (Fig. 8A). En etapas cercanas a la antesis las papilas estigmaticas son
mas abundantes y alargadas obstruyendo el canal estilar; el estigma es

ligeramente trilobulado (Fig. 8B).

El estilo en su base presenta tres costillas, las cuales se encuentran
recubiertas por una abundante cantidad de papilas (Fig. 8C, D); en la parte

superior del estilo se observo la presencia de estomas (Fig. 8E).

El estilo es de tipo hueco (Fig. 9A-D). El canal estilar se encuentra
recubierto por aproximadamente tres estratos de células secretoras de mucilago,

gue presentan un citoplasma denso y un nucleo prominente (Fig. 9C, D).

Fecundacién

Durante la antesis, el grano de polen de F. parmentieri es liberado en tétradas,
éstas se posicionan sobre la superficie estigméatica y una vez hidratadas germinan

(Fig. 10A, B, C).

Mediante azul de anilina y microscopia de fluorescencia se observaron una
gran cantidad de tubos polinicos que crecen a través del canal estilar. (Fig. 10D-

G). Una vez que los tubos polinicos ingresan al ovario, recorren toda la longitud de
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este hasta su base. Se desplazan a lo largo de la placenta axial, en la cual los
Ovulos se alinean (Fig. 11A-E). El obturador de cada ovulo facilita la entrada del
tubo polinico. El tipo de fecundacion que ocurre es pordégama, ya que el tubo
polinico ingresa por el micropilo, que se encuentra conformado por el tegumento
interno, para llevar a cabo la doble fecundacion, donde uno de los nucleos
esperméticos se une a los nucleos polares de la célula central, formando el nacleo
primario del endospermo y el otro niucleo espermatico se une con la ovocélula

para formar el cigoto (Fig. 11F, G, H).
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Figura 8. Morfologia del estigma y el estilo (parte 1). A) Estigma en desarrollo, las papilas aiun no
cubren la cavidad estilar (MEB). B) Estigma maduro, ligeramente trilobulado y las papilas cubriendo la
cavidad estilar (MEB). C), D) Costilla de la base del estilo, recubierto de papilas (MEB). E) Estoma en el
estilo. Ce. Canal estilar; Cos. Costilla; Es. Estilo; Le. Lobulo estigmético; Pe. Papila estigmética.

34

——
| —

lum_




= 2

A\

~ canal estilar

Figura 9. Morfologia del estigma y el estilo (parte 2). A) Corte longitudinal del estigma, con
células secretoras en su interior. B) Corte trasversal del estilo hueco, recubierto por células
secretoras que forman el canal. C),D) Corte longitudinal del estilo, se observa que la superficie
interna esta compuesta de tres estratos de células secretoras. Cc. Cavidad central; Ce. Canal
estilar; Cs. Célula secretora; Es. Estilo; Le. Lobulo estigmatico; P. Polen; Tp. Tubo polinico; S.
Secrecion; Tv. Tejido vascular.
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Figura 10. Germinacidn del grano de polen. A) Granos de polen germinando sobre la superficie
estigmética (MEB). B) Granos de polen germinando (MEB). C) Granos de polen agrupados en
tétradas y germinado (MEB). D) Corte longitudinal del estigma, con granos de polen germinando
sobre el estigma (fluorescencia). E) Tubos polinicos ingresando a la cavidad estilar
(fluorescencia). F),G) Tubos polinicos viajando en el interior del estilo (fluorescencia). Es. Estilo;
Le. Lobulos estigméticos; P. Polen; Pe. Papila estigméatica; Tc. Tapones de calosa; Tp. Tubo
polinico.
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Figura 11. Crecimiento de los tubos polinicos en el ovario. A) Corte transversal de la parte superior del
ovario, en los l6culos se observan tubos polinicos ingresando a la cavidad del ovario. B),C),D). Corte
longitudinal del ovario en el cual los tubos polinicos viajan a través de la placenta axilar, hacia la base del
ovario. E) Los tubos polinicos llegan hasta la base del ovario. F) Corte transversal del ovario, mostrando
tres loculos con 6vulos en cada uno, mientras que el tubo polinico ingresa a su interior G), H) Ingreso del
tubo polinico a través del micropilo del 6vulo. L. Léculo; Mi. Micrépilo; O. Ovulo; Ov. Ovario; Ti. Tegumento
interno; Te.Tegumento externo; Tp. Tubo polinico.
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Desarrollo de la semilla

Posterior a la doble fecundacién, dentro del saco embrionario comienza a

desarrollarse el endospermo y un embrién hacia la region micropilar.

El endospermo que se desarrolla, es de tipo helobial; el cual, tras la primera
divisiébn del nucleo primario del endospermo da lugar a dos nucleos hijos, que
quedan separados (Fig. 13 A, B); uno de estos nucleos se dirige hacia la regiéon
calazal y el otro hacia la region micropilar. La camara calazal ocupa menos
espacio y se divide por mitosis mas rapidamente, mientras que la cdmara
micrépilar rodea el contorno del saco embrionario y se divide mas lentamente

(Fig.13 C-E).

El embrion en etapa globular, presenta un suspensor formado por una hilera
de células que lo unen a la region basal del saco embrionario; en esta etapa ya se
puede observar que el endospermo ocupa gran parte de la semilla (Fig. 14 C, D,
E). Los tegumentos de los 6vulos también sufren cambios, para dar origen a la
cubierta seminal, donde el tegumento externo da origen a la testa y su estrato mas
externo se pigmenta. Mientras que el tegumento interno origina al tegmen (Fig.13

F), el cual, durante el desarrollo de la semilla, presenta inclusiones de taninos.

Desde etapas muy tempranas del desarrollo del fruto, se observa que éste
ya presenta dos tipos de semillas en desarrollo, unas que presentan contenido y
posteriormente se desarrollaran en semillas viables (negras) y otras que son

traslucidas y se desarrollaran en semillas inviables (blancas) Fig.14 A, B.
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Durante el desarrollo de las semillas blancas no se diferencia el embrion ni
el endospermo en su interior; sin embargo, el tegumento externo se diferencia en
la testa de la semilla, pero ésta no se pigmenta (Fig.12 B). En el interior de las
semillas maduras blancas, lo Unico que se aprecia es la reminiscencia de un haz
vascular; la superficie de la testa es mas corrugada a comparacion de las semillas

negras (Fig. 15 B, D, I).

Las semillas negras (maduras) (Fig. 12 A) presentan en su interior un
embrién con un cotileddn desarrollado, que ocupa el eje longitudinal de la semilla y
se encuentra rodeado por el endospermo y la cubierta seminal (Fig. 14 F-H), el
cual contiene gran cantidad de granulos de almidén (Fig.15 A, C, E, F). La testa es

pigmentada, brillante y épticamente lisa (Fig. 15 G, H).

Figura 12. Semillas. A) semilla viable (negra). B) semilla inviable (blanca).
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Figura 13. Endospermo y cubierta seminal. A) Tubo polinico ingresando al évulo. B) Nucleo primario del
endospermo y el cigoto. C) Primeras divisiones del endospermo. D) Formacion de las dos camaras del
endospermo, la calazal y la micropilar. E) Division del endospermo en cada una de las regiones. F) Desarrollo de la
cubierta seminal, el tegumento externo presenta méas estratos celulares originando la testa y el tegumento interno el
tegmen. Ci. Cigoto; En. Endospermo; EnC; Endospermo calazal; EnM. Endospermo micropilar; Fu. Funiculo; Npe.
Nucleo primario del endospermo. Ov. Ovocélula; Te. Tegumento externo; Teg. Tegmen; Tes. Testa; Ti.

Tegumento interno. Tp. Tubo polinico.
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Figura 14. Desarrollo de la semilla. A) Semilla de fruto joven (aun no se distingue el tipo de semilla que
originard). B-B.3) Semillas de frutos en maduracion, del lado izquierdo las semillas que seran viables y las del
lado derecho semillas que seran inviables. C), D) Embrién en desarrollo, en fase globular y con suspensor. E)
Desarrollo de la cubierta seminal, el endospermo y el embrion. F) Endospermo celularizado, en contraste de
fases. G) Embriobn maduro; region apical. H) Region central del embrion, el meristemo apical del tallo. I)
Regién basal del embrién, la radicula. Co. Cotiledén; En. Endospermo; Em. Embrién; Me. Meristemo. Teg.
Tegmen; Tes. Testa; Ra. Radicula; Su. Suspensor.
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Figura 15. Morfologia de las semillas negras y blancas. A) Corte transversal de semilla negra, se observa
el embrién rodeado por el tegmen y la testa. B) Corte trasversal de semilla blanca en el cual no hay embrién,
Unicamente se observa la testa. C) Interior de la semilla negra, embrién y endospermo (MEB). D) Interior de
la semilla blanca, no presenta embrién ni endospermo, sélo se aprecia el tejido vascular y la cubierta seminal
(MEB). E), F) Endospermo de semilla negra en MEB y corte. G), H) Morfologia de la epidermis de la testa,
semilla negra (MEB) y corte. 1) Morfologia de la testa en la semilla blanca MEB. En. Endospermo; Em.
Embrion; Ra. Radicula; Tes. Testa; Teg. Tegmen; Tv. Tejido vascular.




Distribucion de semillas en el fruto

En el interior de los frutos secos de Furcraea parmentieri se pueden distinguir con
mayor facilidad los dos tipos de semillas: negras y bancas. Se revisaron catorce
frutos escogidos al azar y en total se cuantific6 un promedio de 239.85 = 8.095
semillas de ambos tipos, del cual, el 60.72% de semillas son negras y 24.96% son

blancas.

Las semillas blancas se distribuyen en las tres regiones del fruto: A) apical
(semillas que se ubican hacia la region estilar del fruto), B) centro (semillas
ubicadas en la region central del fruto) y C) basal (semillas ubicadas hacia la

region pedicelar) Fig.16.

Figura 16. Delimitacion de las regiones donde se distribuyen las semillas en el fruto.

Al cuantificar la cantidad de semillas blancas en cada una de las tres
regiones, se presenta un promedio de 33.79 + 4.37 semillas en la region A, 29.29
+ 3l.17enla By 3114 + 441 en la C. Sin embargo, al realizar la prueba

estadistica de ANOVA (F= 0.3145 P=0.4399); Fig.18, se obtuvo que el nUmero de

43

——
| —



semillas blancas en cada una de las regiones del fruto no presenta diferencias

significativas.

Las semillas blancas se presentan en diversos tamarios, las mas pequefias
corresponden a las posicionadas en los extremos del fruto Ay C (Fig. 17). En la

figura 19 se pueden observar los posibles patrones de distribucién de semillas

blancas y negras en diferentes frutos.

Figura 17. Tamafios de las semillas blancas. A) semillas mas pequefias, éstas ubican hacia la region A y C
(superior y basal de futuro). B) semillas mas grandes, éstas se ubican hacia la region B (central del fruto).

Distribucion de semillas blancas en el fruto
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& Figura 18. Grafica de la cantidad de semillas blancas con
ubicacién respecto a su ubicacion en el fruto, N= 14 P> 0.05
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Figura 19. Diversas regiones de distribucion de semillas blancas y negras. A) Frutos en los que hay mas
abundancia de semillas blancas hacia la regién A (superior). B) Frutos de menor tamafio, con mayor
abundancia de semillas blancas en la region A (superior). C) Frutos con mayor abundancia de semillas blancas
hacia la regién A (superior) y C (basal). D) Semillas blancas distribuidas en las tres regiones del fruto A, B, C
(superior, central, basal). E), F) Menor abundancia de semillas blancas ubicas en las tres regiones del fruto.
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Germinacion de semillas

Durante la germinacion de semillas blancas (140) y negras (140) de F. parmentieri
se obtuvo una tasa de germinacién del 0% para las semillas blancas y del 95.17%
para las semillas negras. Al cuarto dia germiné el 39.31% de las semillas negras,

alcanzando su maximo porcentaje al séptimo dia (Grafica 2).

Germinacion de semillas
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104
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Grafica 2. Porcentaje de semillas germinadas a lo largo del tiempo.

La germinacion es epigea y ésta comienza cuando la radicula brota a
través de la cubierta seminal en la region micropilar de la semilla (Fig. 20A).
Posteriormente, alrededor del tercero o cuarto dia, la radicula crece en longitud y
en grosor y presenta pelos radiculares, mientras que se hace evidente el

surgimiento del hipocatilo a través de la cubierta seminal (Fig. 20B-E).
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En el trascurso de los siguientes dias, el hipocétilo y la radicula crecen en
grosor y longitud. Aproximadamente a los catorce dias, el cotiledon se extiende y
es fotosintético. La hoja cotiledonaria crece con la cubierta seminal encima. En la
plantula de un mes de edad, es evidente el surgimiento de la hoja primaria
(Metafila); dos meses después la hoja primaria iguala el tamafio de la hoja

cotiledonaria, mientras que la cubierta seminal ya se desprende de la hoja

cotiledonaria (Fig. 21).

Figura 20. Plantulas (part 1). A) Emergencia de la radicula (dia 1). B) Elongacion de la radicula (dias 2-3). C)
Desarrollo de pelos radiculares (dias 3-4). D) Crecimiento de la radicula (dia 5). E) Surgimiento del hipocétilo
(dia 6). Ra. Radicula; Pr. Pelos radiculares; Hi. Hipocétilo.




Figura 21. Plantulas (parte 2). Diferentes etapas de desarrollo en las plantulas desde la germinacion, hasta dos
meses de edad. Hc. Hoja cotiledonaria; H1. Hoja primaria; R. Raiz; Ra. Radicula; Te. Testa.
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Discusioén

Uno de los grandes riesgos que enfrentan las plantas longevas y semélparas, es
que dado que sélo hay un evento reproductivo, éste falle (Arizaga y Ezcurra,
1995). La presencia de semillas viables y no viables dentro de los frutos maduros
de las agavaceas, es un hecho ampliamente extendido (Howell y Roth, 1981;
Acker, 1982; Sutherland, 1982; Arizaga et al., 2000; Rocha y Eguiarte, 2005). En
la mayoria de las investigaciones ecoldgicas realizadas, es la escasez o baja
eficiencia de la polinizacién la que se menciona como responsable de la presencia
de semillas no viables (Howell y Ruth, 1981; Arizaga et al., 2000; Piven et al.,

2001; Silva-Montellano, 2003; Rocha y Eguiarte, 2005).

Albarran-Herndndez (2011), menciona para Furcraea parmentieri la
presencia de semillas negras y blancas, sugiere que estas Ultimas se deben a la
falta de la fecundacion y que ésta es la causa de que aparezcan semillas sin
embrién ni endospermo (blancas), y por lo tanto sin viabilidad. Sin embargo, ésta

es una hipétesis que intenta explicar la presencia de semillas blancas.

En esta investigacion se hizo evidente el desarrollo asincrénico de los
ovulos, pues los posicionados en los extremos del ovario (regiones A y C), se
desarrollan mas lentamente que los ubicados en la regién central (B). En Agave
fourcroydes, también se ha descrito asincronia en el desarrollo de los 6vulos y la
relacionan con una posible causa de baja fertilidad del gametofito femenino (Piven

et al., 2001).
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Es posible que en Furcraea parmentieri, al momento en que los tubos
polinicos estén recorriendo la placenta y entrando a los 6vulos, se encuentran con
ovulos inmaduros, con sacos embrionarios incapaces de fecundarse, por no estar
completamente desarrollados (semillas blancas), y otros 6vulos con gametos bien
formados, que se encuentran aptos para la fecundacion del gameto femenino
(ovocélula), de los nucleos polares (endospermo) y de esta se desarrollan semillas
negras. Por lo tanto, esta asincronia en la maduracion de los évulos puede ser que
esté involucrada con la ausencia de la fecundacién de algunos oOvulos en F.
parmentieri. Cuando se siguid el recorrido de los tubos polinicos, se observo que
éstos se desplazan por la placenta, a lo largo de toda la longitud del ovario; sin
embargo, solo en algunos 6vulos se pudo observar su entrada al micropilo y éstos
corresponden a los posicionados en la region central del ovario (region B). No se
observo si los tubos polinicos penetran en todos los 6vulos de las regiones

estilares y pedicelares (regiones Ay C) del ovario.

No obstante, la flor de F. parmentieri permanece abierta y receptiva durante
siete dias (Albarran-Hernandez, 2011), lo que quizas daria el tiempo suficiente a
que estos Ovulos terminaran de desarrollarse. Sin embargo, aun en etapas
tempranas del desarrollo del fruto, se observo que las semillas en los extremos del
ovario permanecen vacias, indicando que estos 6vulos no fueron fecundados, o no
se desarrollaron en semillas viables debido a otra causa (se explica mas
adelante), a diferencia de las semillas centrales, que ya presentan formacién del

endospermo.
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Estos datos concuerdan con la posicién de las semillas no viables (blancas)
de los frutos analizados, ya que siempre se presentaron en la posicion estilar y
pedicelar (regiones A y C), sin embargo, a diferencia de las semillas ubicadas en
el centro del fruto, que se encuentran intercalados con semillas viables. No
obstante, la cantidad de semillas no viables presentes en cada region del fruto no
es estadisticamente significativa y esta asincronia en el desarrollo de los évulos,
sélo justifica la presencia de semillas inviables (blancas), en las regiones de los
extremos del fruto y no las que se encuentran en el centro; adicionalmente las
semillas blancas de los extremos del fruto presentan un tamafio mucho menor a
las del centro; tal vez, este tamafio se encuentra relacionado con la forma ovalada
del fruto, e influye con que los évulos no presenten el espacio suficiente para

desarrollarse a un tamafno adecuado .

En las agavaceas la polinizacion cruzada es un mecanismo esencial para la
formacién de frutos, al igual que en F. parmentieri; lo cual indica que la calidad
genética del polen que llega al estigma puede ser uno de los determinantes mas
importantes para evitar la aborcién de frutos y semillas (Howell y Ruth, 1981;
Arizaga et al., 2000; Piven et al., 2001; Silva-Montellano, 2003; Rocha y Eguiarte,
2005; Albarran-Hernandez, 2011). Sin embargo, en F. parmentieri se determiné
gue la cantidad de semillas viables presentes en el fruto no varian en correlacién a
los tratamientos de polinizacién (cruzada, geitogama y control abierto) (Albarran-
Hernandez, 2011). Un caso similar se ha reportado en Agave macroacantha,
donde la cantidad de semillas viables dentro del fruto es similar en los tratamientos

de polinizacién cruzada y control abierto; indicando que se presenta un 72.3% de
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semillas viables en el fruto (Arizaga et al., 2000), lo cual es muy parecido al
porcentaje de semilla viables encontradas en F. parmentieri que es cercano al
75%, indicando que quizas, la presencia de este porcentaje de semillas inviables
en las agavaceas, no se encuentra relacionado con la polinizacion y puede

deberse otro factor.

No obstante, en Furcraea parmentieri, se reporta que hay una baja
efectividad o escasez de los polinizadores; Albarran-Hernandez (2011), explica
que las flores quizas no reciben la suficiente cantidad de granos de polen para que
se fecunden todos los évulos, que son mas de 200 por ovario; por lo tanto, ésta
podria ser una causa de que los frutos de F. parmentieri presenten los dos tipos

de semillas (viables y no viables) algunas de ellas fecundadas y otras no.

Otro de los factores que pueden influir en la presencia de semillas no
viables, es la limitacion de recursos en la planta, que puede traducirse en la
produccion de frutos y semillas abortivas (Lloyd y Weeb, 1980). En especies
monocarpicas, como Agave celsii albicans, A. difformis, Agave sp., se ha
determinado que la cantidad de frutos y semillas viables producidas en la planta,
se encuentra correlacionada positivamente con el tamafio de la inflorescencia
(Rocha y Eguiarte, 2005); al igual que en F. parmentieri, (Hernandez-Pedrero,
2010), lo cual es reflejo de la cantidad de recursos disponibles que presentan
estas especies (Rocha y Eguiarte, 2005; Hernandez-Pedrero, 2010; Acker, 1982;
Shutherland, 1982). En Yucca whipplei y Agave chysantha se demostré que la
cantidad de frutos y semillas viables que se desarrollan, se encuentra limitada por

los recursos de la planta y no por los polinizadores (Acker, 1982; Shutherland,
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1982). Un dato interesante es que Albarran-Hernandez (2011), encontré que el
peso de las semillas viables provenientes de cada planta de F. parmentieri era
diferente, lo que se correlaciona con la limitacion de recursos en esta especie y

podria ser otro factor para que se presenten semillas inviables en esta planta.

Bawa y Weeb (1984), menciona que la competencia por los recursos se
puede dar a nivel del ovario, lo cual puede producir semillas Vanas. Un estudio
realizado en Phaseolus, indica que dentro del ovario, los 6vulos que son
fecundados antes, tienen mas tiempo para desarrollarse en semillas, pues pueden
adquirir mayores recursos, a diferencia de los fecundados después; esto provoca
una competencia entre los 6évulos por la adquisicion de recursos, dando como
resultado que no todos los Ovulos se desarrollen en semillas (Nakamura, 1988).
Un caso similar podria presentarse en F. parmentieri, ya que los ovulos de la
region B, que maduran primero (asincronia) podrian fecundarse antes, en
contraste con los 6vulos de los extremos (regiones A y C), que al madurar
después podrian no fecundarse o en el caso de que lo hicieran, ya no se
desarrollarian en semillas viables, debido a que los recursos disponibles ya no son

suficientes.

Otro factor involucrado en la aborcién de frutos y semillas es la seleccion
sexual, donde la planta puede abortar una progenie genéticamente inferior (Lloyd
y Weeb, 1980). Esto también se encuentra relacionado con la calidad genética del
polen de F. parmentieri, donde no se producen frutos provenientes de la
autopolinizacion (Albarran-Hernandez, 2011), y asi evitan la depresién por

endogamia.
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En algunos trabajos se han puntualizado anormalidades en la formacion de
los gametofitos como los causantes de la baja fertilidad que presentan algunas
especies de agavaceas (Nevins, 1927;; Grove, 1941; Catalano, 1928 en Ragen,
1941; Panchaksharapa et al., 1965; Piven et al., 2001), aunque no la relacionan
directamente con la presencia de semillas no viables. No obstante, durante el
estudio de F. parmentieri, no se observaron desviaciones del proceso normal de la
megasporogenesis y la megagametogénesis, ni tampoco en el aborto de los
ovulos, a diferencia de F. andina y F. gigantea, donde ambas especies abortan
algunos de sus o6vulos, al perder el contenido del saco embrionario. Diversos
autores relacionan este problema con la atrofia y degeneracion de las células
nucelares del évulo, ya que ésta se encontr6 degenerada en los 6vulos abortivos.
Este mismo fendmeno también ha sido reportado en Agave virginica; A.
chloracantha (Nevins, 1927; Catalano, 1928, Capelleti, 1927 en Ragen, 1941;
Panchaksharapa, 1966). Sin embargo, las células de la nucela de Furcraea
parmentieri, en todo momento de su desarrollo y en todos los 6vulos estudiados,
se encontraban en buen estado, por lo cual ésta no es la causa para que se

presenten las semillas inviables (blancas) en F. parmentieri.

Una estimacion de las semillas que produce una planta de F. parmentieri,
oscila alrededor de 21,000 y el seed-set de esta especie se encuentra entre los
mas altos que se han reportado en las Agavaceas (Albarran-Hernandez, 2011),
por lo tanto, que un 24.96% de semillas no viables (blancas) se presente en los
frutos analizados, no afecta a su reproduccion, ya que se justifica con que las

semillas viables (negras) presentan un alto porcentaje de germinacion (del 95%),
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que es similar en varias especies del género Furcraea (Garcia-Mendoza, 2001;
Hernandez-Pedrero, 2009; De la Rosa, 2010; Albarran-Hernandez, 2011). Esto se
refleja en el reclutamiento sexual poblacional, que se estima en un 99%. Ademas,
las tasas de supervivencia de las plantulas son elevadas durante las fases
tempranas de desarrollo (Hernandez-Pedrero, 2009). Adicionalmente las
poblaciones de F. parmentieri, presentan un alto indice de diversidad genética
(Barceinas-Cruz, 2011), a pesar de la gran produccién de bulbilos que se presenta
en esta especie, pues solo el 1% de estos se recluta en la poblacion por este

medio (Hernandez-Pedrero, 2009).

Arizaga y Ezcurra (1995); Garcia-Mendoza (2001) indican que la
reproduccion asexual que se presenta en el género Furcraea, es un mecanismo

de emergencia, para cuando la reproducciéon sexual no se produce.

Sin duda, el maximo riesgo que presenta F. parmentieri en sus
poblaciones, se halla en la trasformacion de su habitat debido a los efectos
antropogénicos; al igual que su utilizacion para diversos fines materiales (Garcia-
Mendoza, 2000; Hernandez-Pedrero, 2009; Albarrdn-Hernandez, 2011; Barceinas-
Cruz, 2011). Es por esto que esta especie se encuentra enlistada en la NOM- 059-

ECOL-2010.
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Embriologia de Furcraea parmentieri

Adicional al objetivo de este trabajo, que fue sugerir algunas de las causas del
desarrollo de semillas no viables en Furcraea parmentieri, también se aportan

conocimientos embriolégicos de esta especie.

El tipo de desarrollo del 6vulo descrito para la familia Agavaceae por Jorhi
et al. (1992) y Davis (1966), corresponde a las caracteristicas encontradas para
Furcraea parmentieri, sin embargo, un caracter no descrito anteriormente para la
familia que se ha observadd, es que el origen de los tegumentos es dérmico. En la
familia Agavaceae se reporta que la célula madre de la megaspora da lugar a una
tétrada lineal de megasporas; esta caracteristica fue encontrada tanto en F.
parmentieri, como en F. andina (Nevins, 1927). Sin embargo, en F. gigantea se
reporta que también se pueden presentar tétradas de megasporas en forma de
“T” (Panchaksharapa, 1966). La megaspora calazal es la que da origen al saco
embrionario del tipo Polygonum en F. parmentieri, al igual que en F. gigantea
(Panchaksharapa, 1966) y otros miembros de la familia Agavaceae asi ocurre
(Jorhi et al., 1992). No obstante en F. andina, el saco embrionario se origina a
partir de la megaspora micropilar (Nevins, 1927). En Agave fourcroydes y A.
angustifolia, El origen del saco embrionario es bispdrico (Piven et al., 2001); estas
caracteristicas tan contrastantes, en cuanto al ndmero y la posicion de la
megaspora, que dard origen al saco embrionario y el tipo mismo de saco
embrionario, podria indicar un tipo de desarrollo, Oenothera (megaspora
micropilar) o Allium (bisporico). Por lo cual este tema requiere una mayor

investigacién puesto que los resultados obtenidos en diferentes investigaciones
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parecen indicar que el desarrollo para el género Furcraea como para el resto de la

familia Agavaceae es del tipo Polygonum.

El desarrollo del endospermo para Furcraea parmentieri es helobial, al igual
que el descrito por Jorhi (1992) para la familia Agavaceae; Dahlgren (1985)
reporta para el género Furcraea un desarrollo del tipo nuclear; parece ser que
dentro de la familia Agavaceae se presentan ambos tipos de desarrollo de
endospermo: helobial y nuclear, este ultimo también presente en Agave

chloracantha, A. attenuata, A. virginica (Ragen, 1941).

No hay informacién sobre el proceso de fecundacion que se lleva a cabo
para las agavaceas; para F. parmentieri esta es de tipo porégama. La base del
estilo de F. parmentieri se encuentra conformada por tres costillas que estan
recubiertas por papilas, esta caracteristica se reporta para el género Furcraea
(Garcia-Mendoza, 2001), ademas la presencia de estomas en el estilo no se habia

reportado previamente.

La germinacién y plantulas

Furcraea parmentieri presenta una germinacion en semillas negras del 95%,
cercano a los porcentajes obtenidos en otras especies del género que oscilan

entre el 98 al 100%.
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El desarrollo de las plantulas corresponde al tipo del subgénero Flexiles de
cotiledon largo, las cuales corresponden a las descripciones de Garcia-Mendoza

(2001), para F. parmentieri.
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Conclusiones

No se observaron anormalidades durante desarrollo del 6vulo ni del gametofito
femenino de Furcraea parmentieri, por lo cual ésta no es la causa para que se

desarrollen semillas inviables (blancas), en los frutos.

El desarrollo asincronico de los 6vulos en el interior del ovario, puede ser una
posible causa de que se desarrollen este tipo de semillas en los extremos del
fruto, que se encuentra relacionado con la ausencia de fecundacion de los évulos,
es por esto que las etapas tempranas del desarrollo del fruto ya es apreciable la

presencia de los dos tipos de semillas.

- El ovulo es anatropo, de placentacién axilar, bitégmico, crasinucelado,
endostomo, funiculado, con obturador.

- El saco embrionario presenta un desarrollo monospérico y de tipo Polygonum.

- Lafecundacién es porégama.

- El endospermo es helobial.

- La aborcién de semillas se da desde las primeras etapas de la formacion del
fruto.

- En los frutos se presenta un 24.96% de semillas inviables (blancas) y 75.04%
de semillas negras.

- La cantidad de semillas inviables en cada una de las regiones del fruto no
presenta diferencias significativas; sin embargo, éstas siempre se presentan en
la regién estilar y pedicelar de fruto, a diferencia de las posicionadas en la

region central, gue se encuentran intercaladas con semillas viables.
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La germinacion es epigea y alcanzé un 95% en semillas negras y 0% en
semillas blancas.
Las plantulas se desarrollan como del tipo del cotiledon largo como en el

subgénero Flexiles.
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Anexo |

Descripcion de la especie bajo estudio

Sinonimias: Furcraea bendinghausi K. Koch, (1873). Furcraea parmetierii. Hart. ex.

Baker,(1891).

Es una planta arborescente, de tronco simple, monopodial, con una roseta
en el apice, de 2.0 a 2.5 metros, compuesta por hojas (hasta 150), las cuales son
lanceoladas, fibrosas y coriaceas, con margen finamente denticulado, glauco o
verde-azuloso; cuando las hojas mueren no se caen y permanecen postradas

cubriendo el tronco.

La inflorescencia se produce a partir del meristemo apical de la roseta, es
una panicula en forma de pirdmide y puede medir de 2.5 a 9.0 metros de alto; es
verdoso, pubescente y con bracteas purpuras en la base de las ramas primarias y
secundarias. Las flores se producen en fasciculos, de 2 a 4 y llegan a medir de 3.5
a 5.5 centimetros de largo. Se encuentran compuestas por seis tépalos, verdosos
y pubescentes por fuera y amarillento-blancuzcos por dentro. Las flores cambian a
color amarillento después de la antesis y permanecen abiertas durante el dia y la
noche. Cada flor presenta seis estambres con la base engrosada, las anteras son
oblongas, con insercién excéntrica y de color amarillo. El ovario es cilindrico y
tricarpelar; el estigma es superficialmente trilobado. El fruto que se produce es una

capsula ovoide, las semillas son plano convexas, de color blanco y negro, brillante.
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Las infrutescencias producen bulbilos foliosos, con hojillas lineares, verde-

azulosas y con margen finamente denticulado (Garcia-Mendoza, 2000).

En la fenologia de F. parmentieri, la produccion de escapos se inicia en el
mes de enero y la floracién ocurre de marzo a mayo. Durante el mes de abril se
comienza la fructificacion y la formacién de bulbilos, los frutos maduran entre junio
y octubre y la dispersion de semillas se producen entre noviembre y diciembre

(Albarran-Hernandez, 2011).

El tiempo de vida de cada flor es aproximadamente de siete dias desde que
se da la antesis y las flores son ligeramente protoginicas. Entre los polinizadores
nocturnos, se encuentran palomillas y polillas de los géneros Noctuidae,
Geometridae, Sphingidae; y los polinizadores diurnos comprenden dos géneros de
colibries, Hylocaris y Cynanthus, al igual que abejas, avispas y moscas. La
produccion de néctar es mayor por la mafiana (1.34 pl) y presenta un 28% de

concentracion de azucares (Albarran-Hernandez, 2011).

Furcraea parmentieri, se distribuye a lo largo del Eje Neovolcanico,
abarcando el Distrito Federal, el Estado de México, Guanajuato, Jalisco,
Michoacan, Morelos y quizds Veracruz. En el volcan El Ajusco y el volcan El
Pelado se han encontrado las poblaciones mas numerosas de esta especie. Entre
las altitudes de 2300 a 3400 metros; en bosques mesofilos de montafa, asociados
con vegetacion de Quercus, Pinus y Cupresus y en suelos de origen volcanico

(Garcia-Mendoza, 2000).
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Figura 22. Furcraea parmentieri. A) Planta con inflorescencia. B) Hoja. C) Secciones
transversales de la hoja. D) Detalle del margen del envés. E) Ramilla secundaria con flores. F)
Flor. G) Detalle de la pubescencia del ovario. H) Estambre. 1) Pistilo. J) Capsula. K) Semilla. L)
Bulbilo folioso. (llustracién tomada de Garcia-Mendoza, 2000).
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Figura 23. Distribucion de Furcraea parmentieri. En el circulo se indica la distribucion de
Furcraea parmentieri. (llustracién tomada de Garcia-Mendoza, 2000).




Anexo |l

Sacos embrionarios en angiospermas

El desarrollo del saco embrionario se divide en dos partes: la megasporogénesis y
la megagametogénesis, los patrones y los tipos de sacos embrionarios que se
desarrollan, se generan por variaciones en la meiosis y por el namero de

divisiones mitoticas que presentan (Reiser y Fisher, 1993) Fig. 24.

Durante la megasporogénesis, la célula madre de la megaspora lleva a
cabo la meiosis, como resultado se producen cuatro megasporas haploides.
Dependiendo de la cantidad de megasporas que participan en la formacioén del

saco embrionario, estas se clasifican en monospoérico, bisporico o tetrasporico.

En los sacos de tipo monosporicos se presentan dos subtipos. En el tipo
Polygonum, la megaspora que contribuye a la formacion del gametofito es la
calazal, donde las tres megasporas posicionadas hacia la region micropilar
degeneran; a diferencia del saco embrionario de tipo Oenothera, donde la

megaspora funcional, es la micropilar.

El saco embrionario de tipo Allium es bispérico, ya que dos megasporas
contribuyen a la formacion del saco embrionario, donde degenera la megaspora

de la region micropilar.

Durante la megagametogenesis, el gametofito femenino es generado a

través de la megaspora funcional. En el saco embrionario de tipo Polygonum, se
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presentan tres divisiones mitéticas, conformando un saco embrionario con ocho
ndcleos y siete células; este se encuentra compuesto por una ovocélula y dos
sinérgidas ubicadas hacia la region micropilar, tres antipodas hacia la region

calazal y la célula central con dos nucleos (Fig. 25).

Para la formacion del saco embrionario de tipo Oenothera o Allium, se
presentan variaciones en el numero de divisiones mitéticas, al igual que las células

gue componen al saco embrionario (Jorhi, 1984) Fig. 24.
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Figura 24. Patrones de desarrollo del saco embrionario (tomado y modificado de Reiser y Fisher, 1993).
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Figura 25. Organizacion del saco embrionario de tipo Polygonum (tomado y modificado de

Reiser y Fisher, 1993)
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