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RESUMEN

Bdallophytum (Cytinaceae, Malvales) es un género de plantas endoparasitas de
raices de Bursera (Burseraceae). Crecen dentro de los tejidos de la planta
hospedera, se nutren de ella y emergen de la corteza soOlo durante la etapa
reproductiva. Existen muy pocos trabajos sobre el desarrollo de frutos y semillas de
plantas endoparasitas. Este estudio aborda a la especie Bdallophytum andrieuxii,
endoparésita de Bursera bicolor. Se analizo el desarrollo e histoquimica de los frutos
y las semillas mediante cortes histolégicos en Paraplast y LR-White. Se describe la
micromorfologia por medio de microscopia electronica de barrido.

B. andrieuxii presenta una infrutescencia ovoide a subglobosa, que sostiene bayas
concrescentes y carnosas, sostenida por un peddnculo. La familia Cytinaceae se
caracteriza por presentar infrutescencias carnosas, pero la concrescencia de los
frutos puede estar ausente en algunos géneros. La pared del fruto estd conformada
por tres partes principales: exocarpio, mesocarpio y endocarpio. El exocarpio
conformado por células alargadas, glandulares, mesocarpio con abundantes
braquiesclereidas y los estratos mas internos con células de apariencia secretora; el
endocarpio con células secretoras de mucilago. Cada fruto contiene numerosas y
pequefias semillas, amarillentas y embebidas en mucilago, siendo muy similar al
fruto de Muntingia calabura, de la familia Muntinguiaceae, grupo hermano de
Cytinaceae. Las células epidérmicas de la testa son globosas y con cuticula estriada.
Las semillas maduras tienen una testa biestratificada, un perispermo reducido a
pocos estratos de células parenquimaticas diminutas, que rodea a un endospermo
relativamente abundante, con células de mayor tamafio que las del perispermo y un
embrién reducido a unas cuantas células, de apariencia globular. Los embriones
reducidos e indiferenciados estan presentes en todas las familias de plantas
holoparasitas. El principal tejido de reserva en las semillas es el endospermo
cualitativamente se aprecian lipidos como principal reserva, seguidos de almidon y
proteinas, como ocurre en distintas familias de plantas parasitas.

Se reporta por primera vez la presencia de un perispermo persistente en semillas
maduras de B. andrieuxii. El estudio morfoanatébmico y de desarrollo genera
caracteres para apoyar o corroborar las hipotesis de relaciones filogenéticas en

Cytinaceae y grupos hermanos.



1. INTRODUCCION

El parasitismo es una relacion ecoldgica entre las poblaciones de dos especies
diferentes de organismos, uno de ellos denominado parasito y el otro hospedero
(Crofton, 1971). Dicha forma de vida esta ampliamente distribuida en todos los
grupos de organismos y es una de las formas de vida mas exitosas, mediada por la
frecuencia con la que evolucioné y la cantidad de especies parasitas que existen
actualmente (Poulin y Morand, 2000).

Las plantas parasitas estan conformadas por 292 géneros y 4750 especies,
aproximadamente, representando el 1.6% de las especies de angiospermas
(Nickrent, 2020). Presentan una distribucion global, desde el artico hasta los tropicos
(Watling y Press, 2001) y son morfolégicamente muy diversas, con representantes
herbaceos de talla diminuta, hasta grandes arboles, asi como formas muy reducidas
que carecen de raices y hojas y que se desarrollan dentro de sus hospederos; estas
Ultimas se conocen como endoparasitas, representando la manifestacion mas

extrema del parasitismo (Twyford, 2018).

La familia Cytinaceae esta conformada por plantas holoparasitas, particularmente
endoparésitas de raices, con un sistema endofitico embebido en el hospedero
(Alvarado-Cardenas, 2015). Dicha familia se consideraba conformada por dos
géneros (Bdallophytum Eichler. y Cytinus L.) (Burgoyne, 2006), posteriormente se
incluyd en esta familia al género Sanguisuga Fern.Alonso & H. Cuadros (Fernandez-
Alonso y Cuadros-Villalobos, 2012). Las especies de Cytinaceae parasitan a las
familias Burseraceae, Euphorbiaceae, Cupressaceae, Asteraceae, Rosaceae Yy
Rhamnaceae (Burgoyne, 2006; Alvarado-Céardenas, 2009; Fernandez-Alonso y

Cuadros-Villalobos, 2012; Alvarado-Cardenas, 2015). Cytinus se distribuye alrededor



del Mediterraneo (Europa, Africa y Asia) (Smithies y Burgoyne, 2010), Sanguisuga en
Sudamérica (Fernandez-Alonso y Cuadros-Villalobos 2012) y Bdallophytum es
endémico de Ameérica, distribuyéndose desde el norte de México hasta
Centroamérica (Alvarado-Cardenas, 2009). Cytinaceae se reconoce actualmente
como grupo hermano de la familia Muntingiaceae en el orden Malvales (Nickrent,

2007).

La presencia de plantas parasitas genera impactos en diferentes niveles de
organizaciéon. Uno de ellos es sobre la planta hospedera, provocando efectos sobre
el crecimiento, alometria, reproduccion y fisiologia; también pueden afectar la
biomasa de la comunidad vegetal al reducir la productividad de la comunidad, o en la
diversidad al modificar los equilibrios competitivos de las especies que conforman la
comunidad; de igual manera regulan la zonificacion de la vegetacion; modifican los
ciclos biogeoquimicos y la disponibilidad de nutrientes y participan de manera directa
e indirecta en las interacciones con herbivoros, hongos micorrizicos, otros parasitos,

polinizadores y dispersores (Press y Phoenix, 2005).

Actualmente existen escasos trabajos sobre la biologia reproductiva de las
plantas parasitas; estos trabajos permiten comprender la ecologia, el estado actual y
el manejo de las especies involucradas (Azpeitia y Lara, 2006). Para la familia
Cytinaceae existe muy poca informacion sobre la germinacion, la dispersion de frutos
y semillas y la morfoanatomia de dichos oOrganos. Asimismo, se carece del
conocimiento de otros aspectos de su biologia reproductiva. Uno de los factores que
influye en la falta de informacion sobre las semillas se debe al tamafio reducido de

sus estructuras reproductivas y a lo efimero de su floracion y fructificacion.
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La especie B. andrieuxii es parasita de Bursera bicolor (Willd. Ex Schitdl.) Engl.

(Burseraceae), Euphorbia L. sp. (Euphorbiaceae) y Juniperus L. sp. (Cupressaceae).

En esta especie se ha estudiado detalladamente la morfologia, desarrollo floral y
embriologia hasta la etapa de antesis (Rios-Carrasco y Vazquez-Santana, 2021),

pero aun no existe informacion sobre el desarrollo de frutos y semillas.
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2. ANTECEDENTES

2.1.EL HAUSTORIO

Las plantas parasitas son aquellas que se adhieren morfoldgica y fisiologicamente
a otras plantas (hospederos) a través de un haustorio, mediante el cual obtienen
agua y una parte o todos los nutrimentos necesarios para Su propia existencia
(Heide-Jorgensen, 2008; Westwood et al., 2010; Nickrent, 2020). Los haustorios
son 6rganos multicelulares, especializados para la union al hospedero (Heide-
Jorgensen, 2008; Yoshida et al., 2016). Por lo tanto, funcionan para la adhesion,
invasion, la conexién de los tejidos vasculares y la transferencia de los recursos
del hospedero hacia la planta parasita (Westwood et al., 2010; Yoshida et al.,

2016).

En algunas plantas parasitas se ha demostrado que las fitohormonas como las
estrigolactonas, flavonoides, quinonas y citoquininas, liberadas por la raiz del
hospedero, son detectadas por las semillas, estimulando la germinacion y la
formacion de los haustorios (Chang y Lynn, 1986; Albrecht et al., 1999; Goyet et
al., 2017). La planta parasita percibe dichas fitohormonas secretadas por la raiz
del hospedero e inicia una via de sefializacion que conduce a la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno en la raiz de la planta parasita y en el sitio de
iniciacion del haustorio, posteriormente la auxina se acumula en el sitio de
formacion del haustorio por transporte desde los tejidos proximales o por
biosintesis de novo, después las células corticales de la raiz en el haustorio se

expanden y provocan la inflamacion del sitio de formacion del haustorio. Mas
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tarde, las células del cortex interna, la epidermis, la endodermis y el periciclo
comienzan a dividirse y a unirse al hospedero, las células epidérmicas en el 4pice
del haustorio secretan enzimas que degradan la pared celular para suavizar y
penetrar el tejido del hospedero, formando la conexién vascular entre el hospedero
y la planta parasita (Kokla y Melnyk, 2018). La invasion del haustorio en los tejidos
del hospedero no es reconocida como un ataque patdégeno, lo que implica que la
planta hospedera no activa mecanismo de defensa ante la planta parasita, por lo

que continua y termina su desarrollo (Vaughn, 2003).

2.2.TIPOS DE PARASITISMO

Las plantas parasitas se pueden clasificar en funcién de si son fotosintéticamente
activas (hemiparésitas) en al menos una parte de su ciclo de vida, o si carecen
de fotosintesis (holoparésitas), en las cuales la mayoria de los genes del
cloroplasto estan ausentes o se han convertido en pseudogenes (Roquet et al.,

2016).

Dependiendo del sitio de unién con los hospederos, se reconocen plantas
parasitas de tallos o parasitas de raices (Twyford, 2018). A través de sus
conexiones haustoriales, las hemiparasitas, generalmente, sélo obtienen agua con
algunos iones y nutrientes del xilema; mientras que las holoparasitas obtienen
agua y algunos iones del xilema y fotosintatos del floema del hospedero. Lo
anterior implica que la conexién entre los tejidos conductores de la parasita y el
hospedero pueden ser Unicamente con el xilema, o la conexion completa con el

xilema y floema de ambos participantes (Nickrent, 2002).

13



Se pueden distinguir dos componentes principales que conforman el cuerpo
de las plantas parasitas, siendo el exéfito todas aquellas partes visibles
externamente del pardsito; el endofito corresponde a las partes del parasito
inmersas en el tejido de la planta hospedera (Heide-Jorgensen, 2008).

Dentro de las holoparasitas se encuentran las endoparasitas, cuyos
cuerpos vegetativos o endofitos crecen completamente dentro de las raices
(especies de Cytinaceae, Mitrastemonaceae y la mayoria de Rafflesiaceae) o
dentro de los tallos del hospedero (especies de Apondanthaceae y algunas
especies de Rafflesia R.Br. Ex Thompson bis) y emergen s6lo durante la floracion
para efectuar la reproduccion sexual (Nickrent, 2002; Barkman et al., 2007;

Filipowicz y Renner, 2010; de Vega et al., 2010).

La dependencia del hospedero por parte de las plantas parasitas, asi como el
rango de hospederos a los que se puede unir es variable. Las hemiparasitas
facultativas pueden completar su ciclo de vida sin un hospedero, mientras que las
parasitas obligadas (hemiparasitas u holoparasitas) necesitan un hospedero para
sobrevivir y reproducirse. Debido a esto, muchas parasitas facultativas son
generalistas, ya que pueden unirse a una amplia gama de hospederos, mientras
gue las parasitas obligadas (particularmente las holoparasitas) se especializan en

parasitar a una sola especie (Twyford, 2018).

Algunos atributos de los hospederos que determinan el crecimiento y desarrollo
de las plantas parasitas son la arquitectura de las raices y tallos, el tiempo de
germinacion y tasa de crecimiento, asi como su fisicoquimica y los mecanismos de

defensa como la produccién de especies reactivas de oxigeno, deposicién de

14



calosa, oclusion de vasos y la expresion de genes relacionados con la inmunidad
ante la invasion de las plantas parasitas (Twyford, 2018). De igual manera influye
la compatibilidad genética, composicion y fisiologia de los tejidos, la distribucién
geografica, la biologia de la dispersién y los factores ambientales (Rubiales y
Heide-Jorgensen, 2011), asi como las caracteristicas estructurales de los frutos y
las semillas de las plantas parasitas cuando se dispersan. Existe una amplia
informacioén sobre la morfologia, composicién, dispersion y germinacion de varias
especies de hemiparasitas de los géneros Striga Lour., Orobanche L. y Cuscuta L.
(Plaza et al., 2004; Matusova et al., 2005; Jayasuriya et al., 2008; Wakabayashi et
al., 2015; Olszewski et al., 2020); sin embargo, es poco lo que se conoce de

especies holoparasitas.
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2.3.DISTRIBUCION DEL PARASITISMO EN PLANTAS

El parasitismo ha evolucionado de manera independiente 12 veces en las
angiospermas (Figura 1) (Nickrent, 2020); mientras que el endoparasitismo ha
surgido Unicamente en cuatro linajes independientes (Apodanthaceae,
Rafflesiaceae, Cytinaceae y Mitrastemonaceae) (Barkman et al., 2007; Westwood

et al., 2010).
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Lamiales «—— Orobanchaceae

Vahliales

Solanales «—— Convolvulaceae

Gentianales

Boraginales <4—— Lennoaceae

Garryales

Metteniusales

Icacinales

Paracryphiales

Dipsacales

Apiales

Bruniales

Asterales

Escalloniales

Aquifoliales :

Ericales «€—— Mitrastemonaceae

Cornales

Caryophyllales

Beggerli)dgpsidales )

Santalales €—— 15 familias ——3 1. Ximeniaceae
Malvales <— Cytinaceae 2. Olacaceae
Brassicales 3 Bal: horace:
Huerteales 3. a‘cmop oraceae
Sapindales 4. Misodendraceae
Picramniales 5. Schoepfiaceae
E\f}?ﬁchggmatdleb 6. Mystropetalaceae
Geraniales 7. Loranthaceae
— Cucurbitales Apodanthaceae g Opiliaceae
Fagales
Rosales
Fabales
Malpighiales
Celastrales
Oxalidales
Zygophyllales
Vitales
Saxifragales
Dilleniales
Gunnerales
Buxales
Trochodendrales
Proteales
Ranunculales
Ceratophyllales
Monocots

Canellales
|_|: Piperales Hydnoraceae
Laurales Lauraceae
Magnoliales
Chloranthales
Austrobaileyales
Nymphaeales
Amborellales

Figura 1. Arbol filogenético de angiospermas mostrando los 12 eventos evolutivos independientes de
parasitismo (flechas), resaltando en azul las familias de endoparasitas. En el caso del orden Santalales
son 15 familias las que presentan especies parasitas. Tomado y modificado de (Nickrent, 2020).

9. Comandraceae

10. Thesiaceae
Rafflesiaceae 11. Cervantesiaceae

12.Nanodeaceae

Krameriaceae 13. Santalaceae
14. Amphorogynaceae
15. Viscaceae

et

Cynomoriaceae

I
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2.4.AFECTACIONES DE LAS PLANTAS PARASITAS SOBRE SUS

HOSPEDEROS

Algunas plantas parasitas causan grandes estragos en las plantas hospederas,
silvestres o cultivadas. Dentro de las consecuencias que genera el crecimiento de las
plantas hemiparasitas en los hospederos, se ha mencionado la disminucién en la
tasa de crecimiento y biomasa de la alfalfa (Medicago sativa L., Fabaceae) por parte
de Rhinanthus serotinus (Schonh.ex Halacsy & Heinr. Braun) Oborny.
(Orobanchaceae) y Odontites rubra Opiz. (Orobanchaceae) (Matthies, 1995). De
igual manera, Mathiasen et al. (2008) mencionan la reduccion en el crecimiento,
fructificacion, produccion y vigor de semillas de los hospederos que son parasitados
por muérdagos del orden Santalales. TéSitel et al. (2010) resaltan la afectacion y la
disminucién de la tasa de crecimiento del hospedero y, por lo tanto, la disminucién de

su capacidad competitiva provocada por especies hemiparasitas.

En lo que respecta a plantas holoparasitas, Gomes y Fernandes (1994)
mencionan la alteracion de la arquitectura de la planta, asi como la disminucion del
tamafo y peso de frutos y semillas en Mimosa maguirei Barneby (Fabaceae),
especie parasitada por Pilostyles ingae (H. Karst.) Hook. f. (Apodanthaceae). Medel
et al. (2002) informaron una reduccién importante en la produccién de frutos, el
namero de semillas por fruto y el numero total de semillas del hospedero Echinopsis
chiloensis (Colla) Friedrich & G.D. Rowley (Cactaceae) por parte de la parasita
endofitica Tristerix aphyllus (Miers ex DC.) Barlow & Wiens (Loranthaceae). De igual
manera Garcia-Franco et al. (2007) muestran que la presencia de Bdallophytum
americanum (R. Br.) Eichler ex Solms (Cytinaceae) reduce el niumero de vasos en

las raices de su hospedero Bursera simaruba (L.) Sarg. (Burseraceae).

18



Ademas de impactar en los sistemas naturales, las plantas parasitas también
afectan los sistemas agricolas (Twyford, 2018). Las especies de los géneros Striga y
Orobanche son las mas destructivas agrondmicamente a nivel mundial (Westwood et
al., 2010). Las especies de Orobanche afectan significativamente cultivos de algunas
leguminosas, umbeliferas, compuestas, solandceas y cucurbitaceas; las del género
Striga parasitan principalmente cultivos de cereales y leguminosas, provocando
pérdidas considerables en la productividad de los cultivos, porque su ciclo de vida
esta altamente coordinado con sus plantas hospederas, pero generalmente es mas
rapido el de las plantas parasitas (Parker, 2008; Westwood et al., 2010). Una
caracteristica que dificulta el control de plantas parasitas se debe al gran nimero de
semillas que se desarrollan y caen en el suelo, lo que forma bancos de semillas; asi
como las caracteristicas propias de la morfologia y dispersion de las diasporas (Aly,

2007).

2.5.FRUTOS Y SEMILLAS

Después de la fecundacioén, las paredes del ovario comienzan a transformarse para
formar el fruto. Este 6rgano protege a las semillas que contiene y cuando se
encuentran maduras participa en la dispersion, ya sea de forma activa o pasiva
(Megias et al., 2018). Por otra parte, las cubiertas de las semillas protegen al
embridn de patdgenos y de las condiciones ambientales adversas. Las semillas son
muy diversas morfoldgicamente, pero normalmente poseen tres componentes
principales: embrion, tejidos de almacenamiento (ya sea cotiledones, endospermo o
perispermo) y una capa protectora (cubierta seminal) (Sabelli y Larkins, 2015). Las
semillas desempefian una funcion fundamental en la renovacién, persistencia y

dispersién de las poblaciones y sucesién ecolégica (Doria, 2010).
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El estudio de la morfologia y anatomia de frutos y semillas son abordados en
diferentes areas. La forma, tamafio y origen, asi como las diferentes estructuras
anatémicas de frutos y semillas estan involucradas en los mecanismos de dispersion.
Generalmente para cada modo de dispersion las semillas o frutos presentan
adaptaciones tanto mofolégicas como anatomicas (Fahn y Werker, 1972). En el area
de la fisiologia de la germinacion, conocer la conformacion de la semilla y pericarpio
ayuda a determinar si la semilla presenta algun tipo de latencia (Ribeiro et al., 2015),
principalmente la penetracion del agua al interior estd determinada por la cubierta
seminal (Werker,1980). Por lo cual, los estudios ontogénicos y anatémicos permiten
comprender e interpretar el comportamientos de las semillas durante la germinacion.
De igual forma los caracteres morfoanatdmicos de las semillas y frutos son utilizados
en la delimitacion e identificacion de taxones, permitiendo en ocasiones resolver
problemas sistematicos y entender las filogenias (Gabr, 2014).

Son escasos los estudios sobre el desarrollo de frutos y semillas en plantas
pardsitas, particularmente para las endoparasitas, debido a la extrema reduccion de
Sus cuerpos vegetativos y su casi efimera floracion y fructificacion. Para el caso de
Bdallophytum andrieuxii no existen trabajos sobre la caracterizacion y desarrollo de

los frutos y las semillas.
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Bdallophytum esta conformado por tres especies de plantas parasitas,
dioicas o poligamo-monoicas (B. americanum, B. andrieuxii y B. oxylepis (B.L.
Rob.) Harms), con ejes florales espiciformes, carnosos, no ramificados, escasa o
densamente pubescente-glandulares, hojas a manera de bracteas foliaceas,
oblongas, lanceoladas a ovadas y agudas. Presentan una inflorescencia con flores
moradas o0 violaceas, unisexuales y/o hermafroditas, estigma lobulado, perigonio
campanulado o rotaceo, ovario globoso, con 7-12 placentas. Los frutos son bayas
globosas u ovoides, densamente pubescente-glandulares y semillas amarillas con
testa ornamentada (Carranza, 2002; Alvarado-Céardenas, 2009; Fernandez y
Cuadros, 2012). Recientemente Rios-Carrasco y Vazquez-Santana (2021)
estudiaron, de manera comparativa, la morfologia y desarrollo floral de las tres
especies de Bdallophytum, corroborando que B. americanum y B. andrieuxii son
dioicas, mientras que B. oxylepis es ginomonoica.

Las tres especies del género presentan ovarios inferos uniloculares y
concrescentes, con placentacion parietal, intrusiva e irregular, con numerosos
ovulos ort6tropos y unitégmicos y con funiculos cortos (Bouman y Meijer, 1994;
Rios-Carrasco y Vazquez-Santana, 2021).

De acuerdo con Bouman y Meijer (1994), las semillas contienen embriones
pequefios, indiferenciados, conformados por sélo unas pocas células, en algunos
casos sin una protodermis reconocible y una o dos capas de endospermo. B.
oxylepis presenta semillas de forma globular o ligeramente eliptica, mientras que
B. americanum, presenta semillas fusiformes. Las células epidérmicas de las
placentas y de las paredes internas del fruto son mucilaginosas para todas las

especies; el mucilago se forma durante el desarrollo a partir de la degeneracion de
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la capa epidérmica de la placenta (Bouman y Meijer, 1994; Rios-Carrasco y
Vazquez-Santana, 2021). El fruto es una baya con numerosas semillas rodeadas
de pulpa (Nickrent, 2007; Rios-Carrasco y Vazquez-Santana, 2021). Sin embargo,
es poco lo que se conoce del desarrollo de la cubierta seminal, del embrion o de la
endospermogénesis completa.

El desarrollo de las semillas s6lo se ha descrito para B. oxylepis, las cuales
carecen de un rafe, ya que provienen de 6vulos ortétropos, son semillas sésiles,
ya que no presentan funiculo, el hilo y el micrépilo estan en lados opuestos, el
micrépilo forma una protuberancia a manera de cuenco y un canal micropilar
distintivo. La zona hilar de la semilla es algo aplanada. Las células de la testa
estan dispuestas en hileras longitudinales. Las células en la region media de la
semilla a menudo son alargadas. Las paredes celulares externas de la testa son
convexas, con cuticula relativamente delgada y células alargadas. En frutos secos,
el mucilago esta presente como una capa extra, delgada y seca en la superficie de
la semilla. EI endospermo es de paredes delgadas, con cuerpos de aceite y

proteinas (Bouman y Meijer, 1994).
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3. JUSTIFICACION

Conocer el desarrollo de los frutos y semillas de B. andrieuxii permitira caracterizar
los detalles estructurales y morfoanatomicos que distinguen a esta especie y
ayudard a interpretar algunos aspectos de su biologia reproductiva como la

dispersion de las diasporas.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir el desarrollo de los frutos y las semillas de Bdallophytum andrieuxii.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Describir la morfologia y anatomia de los frutos y las semillas de B. andrieuxii.

N

. Describir la embriogénesis y la endospermogénesis de B. andrieuxii.

3. Describir el desarrollo de la cubierta seminal.

H

Analizar la composicion histoquimica de las semillas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.SITIOS DE ESTUDIO

La colecta del material biolégico se realiz6 en dos localidades (Figura 2). Una en
Casahuatlan, municipio de Amacuzac, Morelos, México (18°33'58.9”N
99°24’0.9.1”0; a 1106 msnm). El clima de la region es célido, subhumedo, con
lluvias de verano y el tipo de vegetacion predominante es bosque tropical caducifolio
(Galindo y Fernandez, 2002). La segunda localidad se ubica en Huaxtla, municipio
de Tlaquiltenango, Morelos, México (18°22’00”N, 99°02’49”0O; 1115 msnm). Ambos
municipios pertenecen a la Reserva de la Sierra de Huautla. La regiéon donde se
ubica esta reserva tiene influencia tanto neotropical como neartica. La temperatura
anual promedio es superior a 20° C y precipitacién promedio de 800 ml>. Los tipos de

vegetacion son selva baja caducifolia y bosque de encinos (Fernandez et al., 2007).

300
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Figura 2. Sitios de colecta del material biolégico en el estado de
Morelos, México 1) Casahuatlan, municipio de Amacuzac; 2) Huaxtla,
municipio de Tlaquiltenango.
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5.2.ESPECIE DE ESTUDIO

Bdallophytum andrieuxii es una especie dioica, con inflorescencias en espigas
terminales, pedunculadas y dimorficas, la forma, tamafio y color del perigonio es
diferente para cada morfo floral (Rios-Carrasco y Vazquez-Santana, 2021). Presenta
una inflorescencia con 40 o mas flores (femeninas o masculinas). Los frutos son
bayas de color pardo, con un diametro de 0.8 a 1.2 cm de largo y son concrescentes
a lo largo de la infrutescencia. Las semillas miden de 0.3 a 0.4 mm de largo. La
floracion y fructificacion estan registradas en junio y julio respectivamente. Esta
especie es endémica de México, se distribuye en los estados de Guerrero,
Michoacan, Morelos, Oaxaca y Puebla, en altitudes de 1173 a 1410 msnm, en

bosque tropical caducifolio y matorral xerdfilo (Alvarado—Cérdenas, 2009).

5.3.COLECTA Y FIJACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se colectaron frutos y semillas en diferentes etapas de desarrollo en las localidades
de Casahuatlan, Morelos y Huaxtla, Morelos en junio de 2017 y febrero 2018,
respectivamente. El material vegetal se transporté en bolsas de papel estraza y se
fijo en FAA (formaldehido, etanol, &cido acético, agua 1:5:0.5:3.5), durante al menos
una semana (Marquez et al., 2016). Varias muestras fueron fotografiadas en fresco

en el sitio de colecta.

5.4. SEPARACION DEL MATERIAL POR ETAPAS DE DESARROLLO

El material vegetal colectado se lavo tres veces con agua corriente para eliminar el
fijador. Posteriormente, se deshidratd en una serie de soluciones de etanol en

concentraciones graduales (30%, 50%, 70%) durante 30 minutos cada uno. Para el
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almacenamiento del material se realiz6 un cambio de etanol al 70% después de 24
horas (Marquez et al., 2016). Finalmente, los frutos se separaron de la infrutescencia
y se clasificaron por etapas de acuerdo con la apariencia del fruto, medidas de
longitud y diametro del fruto y la forma de las semillas; considerando las semillas
alargadas como las etapas méas tempranas, mientras que las de forma globular como
las etapas maduras. Para realizar las mediciones se utilizd un vernier y el programa

Leica Application Suite Version 3.4.0.

5.5.ABLANDAMIENTO DEL MATERIAL BIOLOGICO

Dado que los frutos y las semillas contienen una gran cantidad de mucilago que
impide la infiltracion de fijadores y medios de inclusion, éstas se colocaron en una
solucion de GAA (Glicerina, Etanol 100%, Agua 1:1:1) durante tres semanas, a

temperatura ambiente, para posteriormente deshidratarlas (Sandoval, 2005).

5.6. DESHIDRATACION DEL MATERIAL
Los frutos en las diferentes etapas de desarrollo se deshidrataron en una serie
gradual de etanol 70%, 85%, 96%, 100% por 1.5 h en cada uno, en una cadmara de

vacio.

5.7.INFILTRACION E INCLUSION EN PARAPLAST
El material deshidratado se colocé en una mezcla 1:1 de etanol 100%-xilol durante
15 min; en xilol puro por 15 min (procesos realizados en camara de vacio); xilol-
Paraplast (1:1) durante 24 h y finalmente Paraplast puro por 48 h (el material se dejo
en estas mezclas en una estufa a 56 °C). Posteriormente, los tejidos se incluyeron en
cubos de metal con Paraplast puro. Se obtuvieron cortes de 5 um de grosor con un

microtomo de rotacion American Optical 820 y se tifieron con la técnica de safranina-
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verde rapido, se montaron con resina sintética y se observaron en un microscopio
optico Olympus Provis AX70, adaptado con una camara digital Evolution MP 5.1 para

obtener fotomicrografias (Marquez et al., 2016).

5.8.INFILTRACION E INCLUSION EN LR-WHITE
El material deshidratado se sometid a mezclas de LR-White y etanol absoluto a
distintas proporciones (1:3,1:1,3:1) por 24, 6 y 4 h respectivamente (procesos
realizados en camara de vacio) y finalmente se infiltraron en LR-White puro por 48 h
a 4 °C. Las muestras se incluyeron en LR-White puro, en capsulas de gelatina y se
polimerizaron en una estufa a 56 °C por 24 h. Posteriormente, se obtuvieron cortes
de 1.5 um de grosor con un ultramicrotomo JMT-MT-990. Los cortes se tifieron con
azul de toluidina 1%, se montaron con resina sintética y se observaron en un
microscopio optico Olympus Provis AX70 adaptado con una camara digital Evolution

MP 5.1, para obtener fotomicrografias (Marquez et al., 2016).

5.9.MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Antes de ser procesadas, las semillas fueron lavadas varias veces con etanol y
acetona para remover el exceso del mucilago y observar la testa. Posteriormente los
Ovulos y semillas para analizar con MEB se deshidrataron hasta etanol al 100%.
Posteriormente, se desecaron a punto critico con CO; en una secadora (CPD-030
Bal-Tec), se montaron en portamuestras metalicos y se cubrieron con oro en una
ionizadora (Denton Vacuum Desk-1I) y se obtuvieron fotomicrografias bajo un

microscopio electrénico de barrido Jeol JSM-5310LV (Marquez et al., 2016).
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5.10. PRUEBAS HISTOQUIMICAS

De cortes de semillas incluidas en LR-White o Paraplast se realizaron cuatro pruebas
histoquimicas. 1) lugol para detectar almidon, 2) rojo O de aceite para lipidos, 3)
acido peryddico de Schiff (APS) para polisacéridos insolubles y 4) APS azul negro de
naftol para detectar al mismo tiempo polisacaridos insolubles y proteinas (Marquez et

al., 2016).
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6. RESULTADOS

6.1. MORFOLOGIA DE LAS INFRUTESCENCIAS Y DEL FRUTO

Las infrutescencias de B. andrieuxii surgen de inflorescencias espiciformes y
carnosas y aparecen en grupos pequefios (Figura 3A) o de manera solitaria, sobre
una sola raiz del hospedero (Bursera bicolor). La infrutescencia madura es de color
durazno, con un diametro de 2.4 0.4 y de 5.5 +1.1 cm de largo, sostiene bayas
carnosas concrescentes, fusionadas entre ellas y al eje de la infrutescencia (Figura
3B-3C), la cual esta sostenida por un pedunculo de 5.8 +£1.06 cm de largo, con
pequefias bracteas de color café. Cada fruto presenta reminiscencias florales
(tépalos, estigma y estilo) de color negro. La infrutescencia es ovoide a subglobosa,
sostiene frutos que maduran de manera asincronica (se distinguen por la forma de
las semillas). Cada fruto de la infrutescencia mide, en promedio, 0.9 = 0.1 cm de
largo y 0.7 £ 0.1 cm de ancho, cada uno de ellos con una bractea de color café
(Figura 3B). El interior del fruto es de color rosa-durazno, liso y mate (Figura 3C). La
etapa 1 (temprana) corresponde a frutos con semillas que presentan una forma
alargada (Figura 3D). En la etapa 2 (intermedia) el fruto contiene, semillas tanto de
forma alargada como de forma subglobular (Figura 3E). En la etapa 3 (madura) todas
las semillas son de forma globular (Figura 3F). Los frutos estan unidos de manera
concrescente, desde la base hasta tres cuartas partes de éstos, la parte superior de
los frutos es libre. Cada fruto contiene numerosas y pequefias semillas embebidas
en mucilago (Figura 3G), el tipo de placentacion es parietal intrusiva (Figura 3H). La
epidermis externa del exocarpio, en la zona apical es pubescente, con tricomas
glandulares pluricelulares y uniseriados, formados por tres a siete células, los cuales

son abundantes y forman una capa muy densa (Figura 3l).
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Figura 3. Infrutescencia de B. andrieuxii. A) Infrutescencias dispuestas en grupos
pequefios, sobre la raiz de Bursera bicolor (flechas). B) Infrutescencia pedunculada
creciendo sobre la raiz de B. bicolor. Se observan pequefias bracteas en el pedunculo y los
frutos con restos del perigonio (circulo). C) Corte longitudinal de la infrutescencia, se observa
la concrescencia de los frutos (circulos) desde la base hasta la parte media. D) Fruto con
semillas alargadas (Etapa 1). E) Fruto con semillas alargadas y globulares (Etapa 2). F)
Fruto con semillas globulares (Etapa 3). G) Corte longitudinal de un fruto, en su interior se
observan semillas cubiertas por mucilago. H) Fotomicrografia de MEB, se observa la pared
del fruto disectado y la placentacion parietal intrusiva. 1) Exocarpio pubescente, con tricomas
glandulares, uniseriados. E: estigma; EC: exocarpio pubescente; EF: eje de la infrutescencia,
Es: estilo; Mu: mucilago; P: placenta; Pd: pedunculo; Pe: perigonio; Pr: pericarpio; RH: raiz
del hospedero; S: semillas; T: tépalo. Escalas: A,C,D,E,=1cm; B, F=2cm; G=0.5cm; H
=1mm;I|=10 pum.
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Durante la colecta del material bioldgico se observaron larvas de polillas sobre
el exterior de las infrutescencias (Figura 4A). Al realizar cortes longitudinales de las
infrutescencias se registrd de igual forma la presencia de larvas, que se encontraban
dentro del lI6culo de cada fruto y en el eje de la infrutescencia (Figura 4B). Los frutos
infestados se colectaron y mantuvieron en observacion hasta que las larvas se
convirtieron en capullos (Figura 4C). Debido a que no se encontré la etapa adulta,
sélo se analizaron las larvas (Figura 4D), las cuales pertenecen al orden Lepidoptera,

pero no se logré identificar a la especie.

Figura 4. Larvas en la infrutescencia. A) Larva en el exterior de la infrutescencia (circulo
rojo). B) Larvas dentro de un orificio (tinel) en el interior de un fruto y en el eje de la
infrutescencia (circulos rojos). C) Capullos en el exterior de la infrutescencia (circulos rojos).
D) Larva del orden Lepidoptera observada al MEB. Escalas: A, C=1cm; B=05cm; D =
100 pm.

31



6.2. DESARROLLO DEL PERICARPIO
La pared del fruto se describe de la zona apical, cercana a la reminiscencia de los
estigmas, ya que en el resto del fruto las paredes de varios frutos son concrescentes.
Dicha pared est4 conformada por tres partes principales, el exocarpio, mesocarpio y
endocarpio, que en conjunto forman el pericarpio. En el estadio temprano, el
exocarpio esta formado por la epidermis externa, que presenta tricomas glandulares
pluricelulares y uniseriados, con células alargadas; en conjunto, el exocarpio tiene
células de menor tamafio con respecto a las células de la zona media 0 mesocarpio
(Figura 5A, D). El mesocarpio estd formado por varios estratos de células de
parénquima, laxas de forma y tamafio irregular, sin espacios intercelulares entre si,
donde se distinguen algunas braquiesclereidas mezcladas con el parénquima; los
estratos mas internos del mesocarpio (y cercanos al endocarpio) tienen células de
menor tamafo y citoplasma denso, de apariencia secretora (Figura 5A, D). El
endocarpio esta formado de una epidermis interna con células secretoras de

mucilago (Figura 5A, D).

En la etapa intermedia, el exocarpio presenta la misma conformacién que la
etapa anterior, en algunos tricomas glandulares se observa una cuticula delgada que
forma un orificio semejante a un poro para liberar la secrecién (Figura 5E). El
mesocarpio esta constituido por células de parénquima e incrementa el namero de
las braquiesclereidas, aunque éstas no fueron cuantificadas es evidente su
abundancia, las cuales se encuentran dispersas entre el parénquima; pueden estar
en agregados o solitarias (Figura 5E). El endocarpio, con células epidérmicas

secretoras, de menor tamafio con respecto a las del mesocarpio (Figura 5B, E).
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En la etapa madura, los tricomas glandulares del exocarpio se observan
colapsados (Figura 5C, F). Los estratos parenquimaticos del mesocarpio se mezclan
con braquiesclereidas en mayor abundancia y dispuestas en grupos; las células del
mesocarpio secretor, mas cercanas al endocarpio, se observan colapsadas (Figura
5F). Las células que conforman el endocarpio tienen apariencia secretora (Figura 5C,

F). En etapa madura la secrecion de mucilago al interior del I6culo del fruto es

abundante (Figura 5C).

Figura 5. Desarrollo del pericarpio. A, D) Etapa temprana, se observan células alargadas glandulares en el
exocarpio, mesocarpio externo parenquimatico, con algunas braquiesclereidas y los estratos mas internos con
células de menor tamafio y secretoras; el endocarpio uniestratificado, con células secretoras de mucilago, en
A el corte es ligeramente tangencial, mientras que en D es transversal. B, E) Cortes transversales de fruto en
etapa intermedia, las cuticulas de algunos tricomas glandulares se adelgazan para liberar la secrecion, en el
mesocarpio incrementan las braquiesclereidas dispuestas en agregados o solitarias y endocarpio con células
secretoras. C, F) Cortes transversales de frutos en etapa madura, se observan los tricomas glandulares
colapsados del exocarpio, mesocarpio con abundantes braquiescleridas dispuestas en grupos a lo largo del
parénquima, mientras que en el endocarpio disminuyen los estratos de células que lo conforman. Br:
braquiesclereidas; Cs: Células secretoras; EC: exocarpio pubescente; EnC: endocarpio; MC: mesocarpio.
Escalas: A — C =100 um; D-E = 200 pm; F = 80 um
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6.3. MORFOANATOMIA DE LAS SEMILLAS

La forma de las semillas es distinta en cada una de las etapas de desarrollo. En la
etapa temprana las semillas son pequefias, de forma alargada, con el funiculo y
micropilo en los extremos opuestos (Figura 6A), cuya relacion largo-ancho es de
0.41. En la etapa intermedia la forma es subglobosa (Figura 6B), y la relacion largo-
ancho es de 0.70. En la etapa madura, son globulares o ligeramente ovoides, con
relacion largo-ancho de 0.95 (Figura 6C). Las semillas tienen un funiculo muy
pequefio y aplanado, las células del micrépilo son de menor tamafio que las de la
testa, algunas células de la testa son abultadas (Figura 6C). Las semillas maduras,
(provienen de évulos ortotropos), de color amarillo, con el micrépilo color café (Figura
6D), miden de 0.3 a 0.4 mm de largo. Las células abultadas de la epidermis de la
testa tienen cuticula estriada y estan cubiertas de mucilago (Figura 6E), proveniente
de la epidermis interna del fruto. Al remover parcialmente la testa se observé que
esta compuesta por dos estratos (exotesta y endotesta), quedando al descubierto el
perispermo, el cual estd en intimo contacto con la endotesta (Figura 6F). Las células
de la exotesta son lignificadas y presentan abundantes punteaduras, mientras que
las de la endotesta son parenquimaticas y aplanadas (Figura 6F-G). La semilla
madura esta conformada por una testa biestratificada, un perispermo reducido a
unas pequefias células y ubicado en la zona calazal y un endospermo abundante,
con ceélulas de paredes delgadas con abundantes reservas alimenticias y un embrion

indiferenciado, reducido a unas cuantas células (Figura 6H).
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Figura 6. Morfoanatomia de las semillas A) Semillas sésiles y alargadas en etapa
temprana. B) Semillas subglobosas en etapa intermedia. C) Semillas globulares o
ligeramente ovoides en etapa madura, se distinguen que son ortétropas, el micrépilo opuesto
al pequefio funiculo aplanado. D) Fotografia tomada con microscopio estereoscopico
mostrando el color amarillo claro de la testa y el micropilo café; se observa parte del
mucilago (flecha). E) Acercamiento a la epidermis de la testa, mostrando la cuticula estriada
y restos de mucilago sobre la testa. F) Remocion parcial de la testa, se aprecian la exotesta
y endostesta (flecha), la superficie del perispermo y el funiculo. G) Corte histolégico de la
testa, se observa la exotesta con células lignificadas y abundantes punteaduras y la
endotesta con células parenquiméaticas de paredes delgadas. H) Corte longitudinal de una
semilla madura, se observa el embrion reducido, indiferenciado, endospermo abundante,
restos del perispermo y testa. C: cuticula; E: embrion; En: endospermo; EnT: endotesta; EXT:
exotesta; F: funiculo; H: hilo; M: micrépilo; Mu: mucilago; P: perispermo; T: testa. Escala A, E
—F=10 pm; B—-C =100 pm; D = 0.1 mm; G = 20 um; H = 40 pm.
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6.4.EMBRIOGENESIS

Durante la fecundacion, el 6vulo presenta un tegumento triestratificado, mientras que
la nucela presenta dos estratos alrededor del saco embrionario. Estos tejidos se
convierten en la testa y el perispermo, respectivamente. En esta etapa, tanto las
células de la testa como del perispermo son parenquimaticas. Después de que uno
de los ndcleos espermaticos del polen se fusiona con la ovocélula se genera un
cigoto, con un nudcleo prominente (Figura 7A). La primera division del cigoto es
transversal y da como resultado una célula basal y una célula apical (Figura 7B).
Posteriormente la célula basal se divide transversalmente produciendo dos células
qgue forman el suspensor, mientras que la célula apical se divide de igual forma,
transversalmente, generando dos células (ca y cb), ambas forman el cuerpo del
proembrion (Figura 7C). Las células del proembribn aumentan de tamafio y se

dividen varias veces, generando cuatro células (a, b, c, d) (Figura 7D).

El suspensor esta conformado por tres células, el embrién continla aumentando
de tamafio; mientras las células a y b se dividen longitudinalmente, la célula ¢ se
divide, tanto transversal como longitudinalmente, lo que genera un proembrién de
siete células (a, b, c, d, e, f, g) (Figura 7E). Todas las células del proembrion se
dividen transversal y longitudinalmente, originando un embrion de mayor tamafo,
mientras el suspensor continda conformado por tres células (Figura 7F). El embrion
comienza a presentar una forma globular (Figura 7G) y el suspensor aumenta de
tamafo, debido a divisiones tanto longitudinales como transversales (datos no
mostrados). En semillas maduras el embridon es reducido e indiferenciado; en su

parte apical tiene forma globosa, no hay diferenciacién de cotiledones, mientras que
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en la zona basal es alargado, como si tuviera una incipiente radicula, y para esta

etapa, las células del suspensor se han colapsado (Figura 7H).

6.5.ENDOSPERMOGENESIS

Uno de los nacleos espermaticos del polen se fusiona con los nucleos polares de la
célula central, resultando un nudcleo primario del endospermo dentro del saco
embrionario, el cual esta rodeado por dos estratos parenquimaticos del perispermo
(Figura 7A). En las primeras etapas de la semilla el endospermo es nuclear (Figura
7B), comienza a celularizarse desde la region mas adyacente a la cubierta seminal y
perispermo hacia la parte mas interna de la semilla (Figura 7C), presenta nucleos
prominentes, grandes vacuolas y el poco citoplasma adosado a sus paredes; las
células del endospermo son de mayor tamafio que las del embrién y la testa (Figura
7D). A medida que madura, el endospermo se hace mas abundante y rodea al
embrion, las células tienen grandes vacuolas (Figura 7E). En la siguiente etapa, el
endospermo estd conformado por células casi isodiamétricas, con nucleos

prominentes (Figura 7F).

Posteriormente las células del endospermo se compactan entre ellas y en sus
células aparecen reservas (Figura 7G). En semillas maduras el endospermo adn
permanece integro y es el tejido mas abundante, las paredes celulares son delgadas,
sin espacios intercelulares y sus contenidos de reservas alimenticias son mas

abundantes (Figura 7H).
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Figura 7. Embriogénesis y endospermogénesis. A) Cigoto y nucleo primario del
endospermo. B) Primera division del cigoto formando la célula apical y la célula basal, el
endospermo es nuclear. C) Suspensor unicelular y proembrién conformado por dos células,
comienza la celularizacion del endospermo en la periferia de la semilla (adosado al
perispermo). D) Proembriobn conformado por dos hileras de células, se observa un
endospermo con grandes vacuolas. E) Embrion con alta actividad mitética, con dos hileras
de células a lo largo de éste y un suspensor con al menos dos células, el endospermo
avanza de la periferia al centro de la semilla. F) Suspensor de una hilera de células y con
varias hileras de células formando el cuerpo del embrién por diversas divisiones
longitudinales y transversales, el endospermo completamente celularizado, con células
vacuoladas. G) Embrion globular intermedio, el endospermo con células que contienen
reservas alimenticias. H) Embrion reducido e indiferenciado rodeado de un endospermo de
células grandes y abundantes reservas alimenticias. Ca: célula apical; Cb: célula basal; Ci:
cigoto; E: embrion; En: endospermo; M: micropilo; NPr: nacleo primario del endospermo; S:
suspensor. Las flechas sefalan los nucleos libres del endospermo. Escalas A — E = 20 um; F
—H =40 pm.

38



6.6. DESARROLLO DE LA CUBIERTA SEMINAL Y PERISPERMO

Dado que los Ovulos son unitégmicos, las semillas s6lo desarrollan testa, formada
por tres estratos: la exotesta proviene de la epidermis externa del tegumento, la
endotesta corresponde a la epidermis interna; entre ellas se ubica la mesotesta,
todas uniestratificadas. Estos tres estratos de la testa van modificAndose durante el

desarrollo de la semilla.

En las primeras etapas de desarrollo, las semillas presentan una exotesta
uniestratificada, de células globosas con paredes delgadas, vacuolas prominentes,
con escaso citoplasma presente y nucleos adosados a las paredes, ya sea a las
paredes periclinales externas o las internas. La mesotesta es uniestratificada, de
células parenquimaticas alargadas periclinalmente, de mucho menor tamafio que las
de la exotesta. La endotesta presenta un estrato de células de forma irregular y

aplanadas, con nucleos prominentes (Figura 8A).

Posteriormente, las células de la exotesta se engrosan y sus paredes se
observan lignificadas, en las cuales aparecen algunas punteaduras, el citoplasma es
abundante. La mesotesta, esta formada por un estrato de células alargadas,
aplanadas y parenquimaticas, mientras que las células de la endotesta son de forma

y tamafio irregular, parenquimaticas y con abundante citoplasma (Figura 8B).

Conforme avanza la diferenciacion de la cubierta seminal, las paredes de las células
de la exotesta contindan lignificandose y se observan gruesas y abultadas, con
muchas punteaduras, aunque mantienen abundante citoplasma. La mesotesta se
colapsa, mientras la endotesta tiene células con poco citoplasma adosado a sus

paredes y nucleos prominentes (Figura 8C).
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En las semillas maduras, la cubierta seminal est4d formada por exotesta y
endotesta. Las células de la exotesta no contienen citoplasma, solo se distingue el
lumen y su pared celular es lignificada y con abundantes punteaduras, las células se
reconocen en esta etapa como esclerenquimaticas. Las células de la endotesta son
de forma irregular, escaso citoplasma y grandes vacuolas. Dado que la capa
lignificada (exotesta) es la capa que da rigidez y soporte mecanico a la semilla, se

describe como semilla exotestal (Figura 8D).

En las primeras etapas de desarrollo, la semilla presenta dos estratos de
perispermo, el cual se distingue del endospermo por presentar células de mayor
tamafo, alargadas, con grandes vacuolas, mientras que las del endospermo son
mas isodiamétricas, de menor tamafio y con abundantes vacuolas (Figura 8A, B).
Posteriormente el perispermo se reduce a un estrato de células y el citoplasma de
sus células es mas denso y su cuticula muy gruesa (Figura 8C). En las semillas
maduras el perispermo se reduce a unas cuantas células, las cuales se ubican en la

zona calazal (Figura 8D).
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Figura 8. Cubierta seminal de Bdallophytum andrieuxii. A) Semilla joven, la exotesta,
mesotesta y endotesta tienen células parenquimaticas, todas con paredes celulares
delgadas; las de la exotesta de mayor tamafo, vacuoladas y abultadas. B) Etapa intermedia
de desarrollo, las paredes celulares de la exotesta comienzan a lignificarse, las de la
mesotesta y endotesta con células aplanadas y paredes delgadas, las de la mesotesta
comienzan a colapsarse. C) Posteriormente la exotesta presenta células con paredes
gruesas, lignificadas y con punteaduras y abultadas, pero aun se observa el citoplasma,
mesotesta colapsada y endotesta con células parenquimaticas con grandes vacuolas. D)
Etapa madura, la exotesta con células esclerenquimaticas, carentes de citoplasma;
endotesta parenquimética con escaso citoplasma. E: embrion; En: endospermo; EnNT:
endotesta; EXT: exotesta; MT: mesotesta; P: perispermo. Escala A — D = 20 pm.
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6.7.PRUEBAS HISTOQUIMICAS EN LAS SEMILLAS
Se detectaron polisacaridos insolubles con la prueba histoquimica de APS (Figura
9A-C) y polisacaridos mas proteinas con la prueba doble de APS y azul negro de
naftol (Figura 9D), en células del endospermo y en menor proporcion en células del

embrion y exotesta.

Con la prueba histoquimica de lugol se observaron escasos granulos de
almidén en las células del endospermo (Figura 9E-F). Con la prueba de rojo O de
aceite, se observé la cuticula del perispermo y abundantes gotas de lipidos en las
células del endospermo, perispermo y testa de la semilla, lo que indica que el
principal tejido de reserva en las semillas de B. andrieuxii es el endospermo y su
principal reserva son los lipidos (Figura 9G-l), seguidos de almidén y proteinas
(Figura 9A-F). El perispermo es un tejido de reserva con pocos contenidos, como

lipidos y proteinas (Figura 9C, ).
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Figura 9. Pruebas histoquimicas en semillas de Bdallophytum andrieuxii. A-C) Corte
histologico en LR-White con histoquimica APS, se observan polisacaridos insolubles en el
endospermo, embrién y exotesta (flechas). D) APS-negro azul de naftol sobre corte
histolégico en Paraplast, se observan polisacaridos insolubles y proteinas en el endospermo,
embrion y exotesta. E-F) Prueba con lugol (corte histologico en LR-White y Paraplast,
respectivamente), se detectaron pequefios granulos de almidon (flechas) en el endospermo.
G-H) Cortes histologicos en Paraplast con rojo O de aceite, se observa la cuticula del
perispermo. 1) Corte histolégico en LR-White con rojo O de aceite, se observa la cuticula y
gue la principal reserva en las semillas en el endospermo son lipidos (flechas). Escalas: A, F
=80um; B-—C=8pm; D,H=40pum; E, G, | = 20 pm.
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7. DISCUSION

Este trabajo consisti6 en la descripcion de frutos y semillas de Bdallophytum
andrieuxii, una endoparasita de raices de Bursera bicolor. Describiendo por primera
vez para el género la presencia de perispermo en las semillas maduras. De igual
manera, la informacion generada sobre la morfologia, anatomia y ultraestructura de
frutos y semillas aportarda informacién al escaso conocimiento en la biologia

reproductiva de plantas holoparasitas, particularmente al grupo de las endoparasitas.

7.1. MORFOANATOMIA DE LA INFRUTESCENCIA Y DEL FRUTO
Bdallophytum andrieuxii presenta infrutescencias conformadas por bayas
concrescentes sostenidas por un peduinculo, como en los otros géneros de la familia
Cytinaceae (Cytinus y Sanguisuga), todos los géneros de la familia presentan frutos
que contienen miles de semillas diminutas incrustadas en mucilago, pero varia la
concrescencia de los frutos, ya que para Cytinus y una especie de Bdallophytum (B.
americanum) no hay concrescencia, mientras que, Sanguisuga, B. oxylepis y B.
andrieuxii tienen frutos concrescentes (Alvarado-Cardenas, 2009; de Vega et al.,
2011; Fernandez-Alonso y Cuadros-Villalobos, 2012).

Cytinaceae, tiene como grupo hermano a miembros de la familia
Muntingiaceae (Nickrent, 2007). El fruto de B. andrieuxii es muy similar al de
Muntingia calabura L., ambos son bayas que contienen numerosas semillas
pequefas, inmersas en una masa gelatinosa (Figueiredo et al., 2008). Por lo tanto,
algunos caracteres morfologicos, se comparten con miembros de la familia
Muntingiaceae y posiblemente se conservan a nivel del orden (Malvales), al cual

pertenecen ambas familias.
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Debido a la presencia de braquiesclereidas en el mesocarpio, se propone que
este estrato es el que da soporte a la pared del fruto, mientras que el exocarpio es
pubescente y el endocarpio es un tejido secretor y también permite de alguna
manera el paso de la secrecién producida en las células secretoras internas del

endocarpio hacia el interior del l6culo del fruto, para bafiar y cubrir a las semillas.

7.2.LARVAS EN LA INFRUTESCENCIA
Tanto en el interior como el exterior de la infrutescencia de B. andrieuxii se
observaron larvas de lepidopteros (polillas). Dentro de la familia Cytinaceae, existen
reportes de lepiddpteros en las infrutescencias para el género Bdallophytum y
Cytinus. Garcia-Franco y Rico-Gray (1996) reportan la presencia de Hamadryas
Hubner sp. (Lepidoptera: Nymphalidae) en las infrutescencias dafiadas de
Bdallophyton bambusarum (sinonimia de Bdallophytum americanum). Mientras que
de Vega (2007) menciona la presencia de los microlepidopteros Ephestia parasitella
Staudinger (Pyralidae) y esporadicamente de un Sesiidae consumiendo frutos de
C.hypocistis. Las orugas aparecen al comienzo de la floracién en los tallos de las
inflorescencias, sin afectar su desarrollo, ya que florecen y fructifican con normalidad;
durante la fructificacion las orugas construyen tlneles en los robustos peddnculos de
las infrutescencias, alimentandose de la pulpa de los frutos, quedando adheridas las
semillas en sus cuerpos y desprendiéndose a lo largo de su recorrido por los tuneles,
sugiriendo que podrian dispersar las semillas, ya que los taneles en los tallos se

encuentran muy cercanos a la raiz del hospedero.

Otros reportes de lepidopteros en holoparasitas son en la familia
Mitrastemonaceae y Balanophoraceae. Suetsugu y Yoshiyasu (2019), registran la

presencia de la polilla Assara balanophorae Sasaki & Tanaka en los frutos de
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Mitrastemon yamamotoi Makino, donde las larvas perforaban los ejes de la
infrutescencia, alimentandose Unicamente del tejido vegetativo, sin provocar dafio a
las semillas. También observaron que las larvas se desarrollaban en capullos
gruesos, dentro de los ejes de las infrutescencias. De igual manera, Kawakita y Kato
(2002) mencionan que las infrutescencias de Balanophora kuroiwa Makino y B.
tobiracola Makino, estaban infestadas por larvas de las polillas Assara sp. y Nacoleia
sp., considerando que las polillas son polinizadoras, ya que observaron granos de
polen en sus cuerpos, mientras las larvas consumian los ejes de las inflorescencias
sin explotar las semillas y los adultos emergian de las infrutescencias. El
comportamiento de dichos lepidopteros en las distintas especies de holoparasitas es
similar a lo observado en B. andrieuxii, ya que, de igual manera, las larvas se
alimentaron del eje de la infrutescencia sin dafiar a las semillas y se observaron los
capullos vacios en el exterior de la infrutescencia; lo cual sugiere que, podrian
participar en la dispersiébn de las semillas; sin embargo, en B. andrieuxii falta

identificar la especie, ya que la etapa adulta no se observo.
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7.3.MORFOANATOMIA DE SEMILLAS
Los frutos de B. andrieuxii presentan numerosas semillas de tamafio reducido en su
interior, estas caracteristicas en las semillas han sido reportadas para dos especies
pertenecientes a la familia Cytinaceae, Ponzi y Pizzolongo (1982) mencionan que la
alta produccién de semillas en Cytinus hypocistis (L.) L. funcionan como una
estrategia que garantiza que, al menos, algunas se dispersen, germinen y parasiten
una raiz adecuada. Mientras que, en B. bambusarum (Liebm.) Harms, al ser
consumidas por los roedores, logran pasar intactas en el tracto digestivo (Garcia-
Franco y Rico-Gray, 1996). Algunas veces la endozoocoria representa una ventaja al
aumentar o acelerar la germinacion de las semillas y al encontrar las heces de
ratones cerca de las infrutescencias incrementa la probabilidad de encontrar y
germinar en las raices de la planta hospedera (de Vega, 2007). Ademas, la
reduccion en el tamafio de las semillas se ha interpretado como una adaptaciéon para
evitar la depredacién. En el caso de B. andrieuxii, las caracteristicas y la cantidad de
semillas permiten asegurar su dispersion, germinacién y el establecimiento sobre sus

hospederos.

De igual manera la longitud en las semillas de plantas parésitas se asocia al
requerimiento de estimulos para su germinacion; en B. andrieuxii, las semillas miden
0.4 mm. Algunos autores como de Buen y Ornelas (2002) mencionan que las
especies parasitas con semillas pequefias (de 0.5 mm de longitud) requieren de
estimulos del hospedero para la germinacion. Para algunas especies de la familia
Orobanchaceae esos estimulos son dos flavonoides, xenognosina A 'y B, y la

guinona 2,6 dimetoxi-1,4-benzoquinona (DMBQ) (Westwood et al.,, 2010). Sin
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embargo para B. andrieuxii ain no se han identificado cudles son los estimulos que

proporcionan los hospederos.

En cuanto a su estructura, las semillas de B. andrieuxii tienen una exotesta
conformada por células de paredes lignificadas, abultadas, con cuticula gruesa,
dichas caracteristicas también las presenta C. hypocistis descrita por Guzowska
(1964). Lersten (2004) menciona que la cubierta seminal de las angiospermas con
una exotesta de paredes lignificadas y abultadas, funcionan como una restriccion
fisica para el embrién, evitando que el oxigeno y el agua se difundan en la semilla,

permaneciendo latente hasta encontrar las condiciones adecuadas para germinar.

Otra caracteristica en las semillas para la especie estudiada es su
recubrimiento por mucilago. Rios-Carrasco y Vazquez-Santana (2021) mencionan
gue el mucilago en las tres especies de Bdallophytum (B. andrieuxii, B. oxylepis y B.
americanum) esta presente desde etapa de évulos maduros y es secretado por las
capas internas de la pared del ovario, tal como se reportd en el presente trabajo, el
mucilago, al parecer, sigue secretandose sobre las semillas durante el desarrollo de
éstas. En diferentes estudios se reporta que el mucilago cumple dos funciones en las
plantas paréasitas, especificamente para C. hypocistis, se menciona que el mucilago
evita que las semillas pierdan agua durante la dispersién y cuando se encuentran en
el sustrato para germinar (Ponzi y Pizzolongo, 1982); mientras que para algunas
especies de la familia Loranthaceae, el mucilago permite que las semillas se
adhieran al hospedero a través de una capa mucilaginosa y pegajosa de viscina
(Vazquez et al.,, 2006), aunque la presencia de viscina no fue analizada en el
presente trabajo, se considera que el mucilago en las semillas de B. andrieuxii podria

ayudar a que continden viables durante su dispersion y hasta su germinacion.
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Un nuevo hallazgo reportado con este trabajo es la presencia de un
perispermo en las semillas de B. andrieuxii. El perispermo se conserva hasta la
etapa madura de la semilla. Anteriormente en las semillas de B. oxylepis se
reportaba la presencia de una cuticula perteneciente al endospermo (Bouman y
Meijer, 1994). En los cortes realizados para B. andrieuxii en el presente trabajo se
puede comprobar que la cuticula pertenece al perispermo, ya que se distinguen dos
tipos celulares distintos, las células del perispermo son isodiamétricas y de mayor
tamafio, con respecto a las del endospermo. Cabe resaltar que éste es el primer
trabajo que reporta la presencia de un perispermo en la familia Cytinaceae, lo cual es
de importancia embriolégica, ya que se suma al numero de familias de angiospermas

con semillas perispermadas.

De igual manera la presencia de perispermo en otra holoparasita fue
reportado por Joel et al. (2012) en las semillas maduras de Phelipanche aegyptiaca
(Pers.) Pomel (Orobanchaceae), algunas caracteristicas de esta especie son
compartidas con B. andrieuxii, como la presencia de una cuticula gruesa alrededor
de las células del perispermo, mientras que en la zona micropilar las células del
perispermo son mas pequefias. Dentro de la familia (Orobanchaceae), se ha
estudiado la participaciéon de los diferentes tejidos o estructuras de la semilla durante
la germinacion, la cuticula funciona como una barrera para el movimiento del agua
hacia el interior de la semilla. Después de que la semilla es estimulada para la
germinacion, el perispermo suministra los nutrientes al embrion en desarrollo,
mientras las células del polo calazal del embridn participan simultdneamente en la
transferencia de nutrientes desde el endospermo hasta las porciones en crecimiento
de la plantula (Joel y Bar, 2013); sin embargo, estos aspectos no han sido

investigados en Cytinaceae.
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La presencia de un abundante endospermo y un embrion indiferenciado en
semillas maduras de B. andrieuxii concuerda con las semillas de Balanophora
abbreviata Blume descrita por Baskin y Baskin, (2014), ellos mencionan que del
endospermo surgen extensiones tubulares pegajosas (cuando el embrion prolifera
durante la germinacion), con las cuales se adhieren a las raices de su hospedero,
mientras el embrion indiferenciado produce el tubo germinativo o haustorio primario
que penetra en la raiz y hace contacto con los tejidos vasculares del hospedero.
Mientras que las células en el lado opuesto al apice radicular se dividen y forman un
nédulo que gradualmente incrementa en tamario, finalmente los I6bulos del nédulo
dan lugar a brotes de floracion. La germinacion en B. andrieuxii probablemente es
muy similar, ya que de igual manera es una holoparasita de raiz, por lo tanto, se
explicaria que las semillas maduras presenten endospermo abundante y un embrién
no diferenciado. Por otro lado, Joel et al. (2012) mencionan que la semilla madura de
P. aegyptiaca (Orobanchaceae), estd conformada por un embrion reducido,
endospermo rodeado de perispermo y la cubierta seminal esta conformada de dos
estratos (exotesta y endotesta), la endotesta contiene un abundante mucilago que
actia como una esponja y es el primero en absorber agua en la semilla madura,
después el embrion, mientras que el endospermo y perispermo, que contienen
lipidos, absorben posteriormente y de manera gradual pequefias cantidades de
agua. La absorcién del agua, por parte de la endotesta, permite que el micrépilo se
abra después de la acumulacién de agua suficiente en la cubierta seminal e ingrese
a la semilla. La endotesta mucilaginosa permite la rapida absorciéon de agua cuando
esta disponible, de esta forma se mantienen hidratados los tejidos de la semilla, para
gue las células receptoras en el interior de ésta puedan percibir los estimulantes para

la germinacion emitidos por las raices de los hospederos cercanos. El mucilago en
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las capas de semillas de otras plantas ayuda a mantener el suministro de agua
durante la germinacion. De igual forma la cuticula cerosa entre el perispermo y la
endotesta de las semillas de algunas especies de Phelipanche funciona bloqueando
la transferencia de agua a la semilla antes de la germinacion, en el caso de B.
andrieuxii se detectd una cuticula gruesa entre el perispermo y la endotesta, pero no

se investigo si existe mucilago en ella.

7.4.EMBRIOGENESIS
De acuerdo con el tipo de embriogenia en funcion de la secuencia de divisiones de
las células basales y terminales y de las células derivadas que contribuyen a la
formacion del cuerpo del embridén, B. andrieuxii presenta embriogénesis del tipo
solanad, en donde la célula terminal se divide transversalmente y los derivados de
las células basales forman un suspensor, pero no contribuyen al desarrollo del

cuerpo del embrion maduro (Simpson, 2006).

Comparando la descripcion de la embriogénesis de C. hypocistis (Guzowska,
1964) con la de B. andrieuxii, concuerdan con la primera divisién del cigoto, la cual
en ambas especies es transversal. También la siguiente division de la célula basal y
la célula apical es transversal, originando cada una dos células; sin embargo, hace
falta informacién sobre las otras especies de Bdallophytum y de Cytinus para

corroborar si el patron es universal para todas.

Las semillas de B. andrieuxii contienen embriones reducidos e
indiferenciados, lo cual concuerda con la clasificacion de tipos de embridon
mencionado por Baskin y Baskin (2014) y Espinosa-Matias et al. (2019), las semillas
de las holoparasitas tienen embriones indiferenciados, formados por unas pocas

células, por lo que los cotiledones y la radicula nunca se forman. Lo anterior esta
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relacionado con su vida de holoparasitas y endoparasitas, lo cual implica que no
requieren hojas para fotosintetizar, ni raiz para anclarse al sustrato, ya que viven en
el interior de las raices del hospedero, s6lo emergen cuando van a florecer. Todas
las familas de plantas holoparasitas presentan embriones reducidos, algunos
reportes pertenecen a las especies de Rafflesia, Rhizanthes Dumort. y Sapria Griff.
de la familia Rafflesiaceae; Pholisma arenarium Nutt. ex Hook. (Lennoaceae);
Mitrastemon yamamotoi Makino (Mitrastemonaceae), con un embrién conformado
por cuatro células; especies de Hydnora Thunb. (Hydnoraceae) y Lophophytum
Schott & Endl. (Balanophoraceae), con un embrion globular compuesto de alrededor
de 24-32 células. Asimismo, especies de Pilostyles (Apodanthaceae) y Cynomorium
songaricum Rupr. (Cynomoriaceae) presentan embriones con 8-10 células
(Copeland, 1935; Teryokhin et al., 1975; Bouman y Meijer, 1994; Bolin et al., 2009;

Nikolov et al., 2014; Sato y Gonzalez, 2017).

7.5.COMPOSICION HISTOQUIMICA DE LAS SEMILLAS
La reserva mas abundante en las semillas maduras de B. andrieuxii fueron lipidos,
que se encontraban en la cubierta seminal, perispermo, endospermo y embrién; en
menor medida se observaron polisacéridos insolubles, proteinas y almidéon en el
endospermo y el embrién. Corner (1976) menciona que en la familia Rafflesiaceae
(en la cual se incluia con anterioridad a Bdallophytum) las semillas presentan un
endospermo aceitoso. También Bouman y Meijer (1994) describieron un endospermo
con cuerpos de aceite y proteinas en B. oxylepis. De igual manera Rutherford (1970)
reporta gotas de aceite en el endospermo de Pilostyles thurberi Gray. Mientras Joel
et al. (2012) mencionan que el embrién, endospermo y perispermo de Phelipanche

aegyptiaca (Orobanchaceae) presenta abundantes lipidos y proteinas, por lo tanto, la
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reserva que mas se reporta para semillas de parasitas son las lipidicas. Por otra
parte, Nikolov y colaboradores (2014) mencionan que las células del enddfito de
Rhizanthes (Rafflesiaceae), no acumulan almidon, pero se ha observado que
algunas células acumulan grandes inclusiones proteicas; con respecto a nuestros
resultados en B. andrieuxii, se observdé que los granulos de almidon eran muy
escasos en el endospermo. El almidén es una forma de reserva de carbohidratos y
puede ser utilizado en el crecimiento de los tejidos vegetales (Larcher, 2000) y es
comun encuentra en el endospermo de varias especies de angiospermas. Sin
embargo, las reservas lipidicas también son comunes en las semillas de
angiospermas, proporcionan una mayor capacidad calorica, son importantes durante
la germinacion, ya que son utilizados durante el crecimiento temprano de la plantula
(Guerin et al., 2020), lo cual en semillas tan pequefias como las de Bdallophytum es

crucial.

53



8. CONCLUSIONES

En este trabajo se describi6 el desarrollo de frutos y semillas de Bdallophytum

andrieuxii. Siendo los hallazgos mas relevantes los siguientes:

B. andrieuxii presenta infrutescencias conformadas por bayas carnosas
concrescentes, sostenidas por un pedunculo.

El pericarpio esta compuesto por tres partes principales (exocarpio,
mesocarpio y endocarpio), el exocarpio presenta abundantes tricomas
glandulares y el endocarpio presenta células secretoras de mucilago.

Las semillas son amarillentas, globulares o ligeramente ovoides con micropilo
color café, se encuentran cubiertas de mucilago. Las células de la testa son
abultadas con cuticula estriada y estan conformada por dos estratos (exotesta
y endotesta), las células de la exotesta son lignificadas y presentan
abundantes punteaduras, mientras que, las células de la endotesta son
parenquimaticas.

Las semillas maduras se encuentran conformadas por una testa
biestratificada, un perispermo reducido a unas cuentas células, un
endospermo abundante y un embrién reducido indiferenciado. El principal
tejido de reserva de las semillas es el endospermo y su principal reserva son
los lipidos, seguidos de almidén y proteinas.

La embriogénesis de B. andrieuxii es tipo solanad.

Las caracteristicas morfolégicas y anatomicas descritas de B. andrieuxii permiten

comprender aspectos relacionados con la germinacion y dispersion de sus semillas;

de igual manera los patrones de desarrollo proveen de caracteres para soportar y

corroborar las hipotesis de relaciones filogenéticas en Cytinaceae y grupos

hermanos.
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